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2. JUSTIFICACIÓ DE LA TESI 
 
Justificació general 
El càncer colorectal (CCR) és una de les neoplàsies més freqüents en els 
països occidentals. A Catalunya, la seva incidència és de 30 casos/100.000 habitants 
en homes i de 20 casos/100.000 habitants en dones, representant la segona neoplàsia 
més freqüent en ambdós sexes (Esteve J, 1993). Així mateix, aquest tumor constitueix 
la segona causa de mort més freqüent per càncer. El pronòstic dels pacients afectes 
de CCR, i en general de qualsevol neoplàsia, ve determinat per la presència de 
disseminació metastàtica, essent aquesta la seva principal causa de mort. 
El procés de creixement i disseminació metastàtica, és un procés complex i 
multifactorial (Liota LA, 1991) que inclou el creixement descontrolat i progressiu d’una 
clona cel·lular, l’aparició d’una neovascularització que aportí els nutrients fonamentals 
per al seu creixement, l’extravassació d’algunes d’aquestes cèl·lules neoplàstiques al 
torrent circulatori, i la seva posterior implantació i creixement en un òrgan distant 
(Figura 1). 
 En els darrers anys s’ha produït un gran avenç en el coneixement de la 
patogènia i la història natural del CCR. Tanmateix, avui en dia encara resten múltiples i 
importants aspectes fisiopatològics per aclarir. La present Tesi Doctoral ha aprofundit 
en dos dels mecanismes implicats en la progressió i disseminació tumoral. En primer 
lloc, s’ha descrit i caracteritzat els principals determinants moleculars que intervenen 
en el sistema de vigilància immunològica de l’hoste enfront el creixement tumoral. La 
caracterització de les molècules d’adhesió implicades en la interacció entre les 
cèl·lules del sistema immune i l’endoteli dels vasos neoformats, així com la recerca 
dels principals determinats moleculars que intervenen en aquest procés, ha de 
permetre avançar en el coneixement de les alteracions de la resposta immunitària a 
nivell del teixit tumoral, i en conseqüència, ha d’afavorir el desenvolupament de noves 
línies d’actuació per evitar la progressió del tumor.  
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 El segon mecanisme implicat en la progressió i disseminació tumoral que 
aquesta Tesi Doctoral ha avaluat és el fenomen de mobilització de les cèl·lules 
neoplàstiques en els pacients amb CCR. Si es té en compte que l’entrada i 
desplaçament de les cèl·lules tumorals dins els vasos sanguinis és un factor 
determinant en l’aparició de metàstasis, la identificació d’aquestes cèl·lules circulants 
permetria caracteritzar amb més exactitud el procés de disseminació. D’aquesta 
manera, es disposaria d’un marcador de disseminació d’alta precisió amb possibles 
implicacions pronòstiques en els malalts amb CCR o que podria ésser útil per avaluar 
el potencial efecte deleteri de determinats tractaments en relació a la disseminació del 
tumor.  
  
 
 
 
 
Figura 1. Esquema del procés de creixement, progressió tumoral i disseminació metastàsica 
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Estudi 1. Reclutament leucocitari en el càncer colorectal: paper de les molècules 
d’adhesió, l’òxid nítric i el factor de creixement transformant β1. 
 
El pronòstic dels pacients amb CCR ve determinat pel creixement local i la 
disseminació a distància de la malaltia (Liota LA, 1991). Entre molts altres factors 
implicats, la proliferació neoplàstica depèn de la capacitat de l’hoste per defensar-se 
de les cèl·lules tumorals i en el que tenen un paper determinant els sistemes de 
vigilància immunològica (Ferrara N, 1991). El procés de vigilància immunològica depèn 
fonamentalment de la capacitat de les cèl·lules del sistema immune per a infiltrar el 
tumor, la qual cosa ve condicionada per la interacció d’aquestes amb l’endoteli dels 
vasos neoformats i la seva posterior extravasació al teixit tumoral on han d’exercir els 
seus efectes antineoplàstics (Yu W.G., 1997). Així, l’objectiu global d’aquest primer 
estudi va ésser caracteritzar les interaccions leucòcit-endoteli a la colocarcinogènesi 
experimental, el qual es concreta en els següents objectius específics: 
1.1. Caracteritzar la interacció dels leucòcits amb les cèl·lules endotelials del vasos 
neoformats mitjançant microscopia intravital en el càncer de còlon 
experimental. 
1.2. Analitzar l’efecte del bloqueig farmacològic de les diferents molècules d’adhesió 
endotelials en els processos de reclutament dels leucòcits (rodolament i 
adhesió) en el càncer de còlon experimental. 
1.3. Investigar l’expressió de les diferents molècules d’adhesió endotelials in vivo en 
el càncer de còlon experimental 
1.4. Avaluar la participació de diversos mediadors tumorals en els fenòmens 
d’interacció leucòcit-endoteli 
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Estudi 2. Detecció de cèl·lules colòniques a sang perifèrica de pacients amb 
càncer colorectal mitjançant transcripció reversa i posterior reacció en cadena 
de la polimerasa (RT-PCR). 
 
El pronòstic dels pacients amb tumors malignes ve condicionat en gran manera 
per la disseminació metastàtica de la malaltia (Liota LA, 1991). El procés de 
disseminació metastàtica és un procés complex amb múltiples passes on la circulació 
hematògena de les cèl·lules tumorals és un procés cabdal. S’han efectuat múltiples 
intents per a identificar aquesta subpoblació de cèl·lules neoplàstiques circulants, però 
no ha estat fins el desenvolupament de tècniques de biologia molecular com la 
transcripció reversa i l’amplificació mitjançant la reacció en cadena de la polimerasa 
(RT-PCR) que això ha estat possible (Johnson PWM, 1995). Així, l’objectiu global 
d’aquest segon estudi va ésser determinar la presència de cèl·lules colòniques a sang 
perifèrica en pacients amb CCR mitjançant tècniques de RT-PCR, el qual es concreta 
en els següents objectius específics: 
2.1. Desenvolupar una tècnica per a la detecció de cèl·lules neoplàstiques 
circulants en pacients amb CCR mitjançant la determinació de l’ARN missatger 
codificant per a l’antigen càrcino-embrionari (CEA). 
2.2. Avaluar la sensibilitat i especificitat de la tècnica en malalts amb CCR. 
2.3. Avaluar la utilitat clínica de la detecció de cèl·lules neoplàstiques circulants en 
pacients amb CCR. 
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Estudi 3. Influència de la cirurgia en la mobilització de cèl·lules neoplàstiques: 
colectomia assistida per laparoscòpia versus colectomia oberta  
 
A l’actualitat, existeixen múltiples evidències que demostren que la manipulació 
quirúrgica del tumor durant l’acte operatori afavoreix el despreniment i mobilització de 
les cèl·lules neoplàstiques (Weitz J, 1998; Sales JP,  1999; Hayashi N, 1999; Patel H, 
2002). A més, s’ha suggerit que aquest fet és més acusat quan s’utilitzen tècniques 
laparoscòpiques, les quals han suposat un autèntic revulsiu en el món de la cirurgia. 
En aquests sentit, s’ha qüestionat la seguretat oncològica de la cirurgia laparoscòpica 
en el tractament del CCR pel que fa a un potencial efecte deleteri en relació a la 
disseminació tumoral, concretament en relació a un major índex de recurrència i 
l’aparició d’implants tumorals en els punts d’inserció dels tròcars (Wexner S, 1995; 
Mathew G, 1996; Jacobi CA, 1997). Malgrat la confirmació de la seguretat i l’eficàcia 
de la tècnica està condicionada als resultats d’assaigs clínics prospectius i aleatoritzats 
(Lacy AM, 2002), la importància clínica d’ aquest fenomen justifica la seva exploració  
amb altres aproximacions metodològiques. Així, l’objectiu global d’aquest tercer estudi 
va ésser avaluar la repercussió de les diferents modalitats de tractament quirúrgic 
(laparoscòpica i convencional) sobre la mobilització de cèl·lules neoplàstiques en el 
CCR, el qual es concreta en els següents objectius específics:  
3.1. Comparar l’efecte de la cirurgia laparoscòpica i de la cirurgia convencional en 
la mobilització de cèl·lules neoplàstiques en sang perifèrica durant i al final de 
la intervenció. 
3.2. Comparar l’efecte de la cirurgia laparoscòpica i de la cirurgia convencional en la 
mobilització de cèl·lules neoplàstiques en el territori portal durant la intervenció. 
3.3. Comparar l’efecte de la cirurgia laparoscòpica i de la cirurgia convencional en la 
mobilització de cèl·lules neoplàstiques en el líquid peritoneal durant la 
intervenció. 
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Estudi 4. Avaluar la significació pronòstica de la detecció preoperatòria de 
cèl·lules neoplàstiques a sang perifèrica en pacients amb càncer colorectal. 
 
L’establiment del pronòstic dels pacients amb cancer colorectal ve determinat 
fonamentalment per criteris histològics com l’afectació ganglionar o la profunditat de 
penetració tumoral. No obstant, aquests paràmetres no són prou acurats per a predir el 
pronòstic individual de cada pacient. Amb aquesta finalitat, s’han desenvolupat 
tècniques de biologia molecular per a la detecció de malaltia mínima residual en moll 
de l’ós (Gaerhard M, 1994) o en ganglis limfàtics (Hayashi N, 1995), les quals han 
demostrat la seva utilitat pronòstica en pacients amb CCR. Per altra banda, la 
informació referent al valor pronòstic de la detecció de cèl·lules neoplàstiques a sang 
perifèric, un mètode atractiu per la seva simplicitat, és limitada i sovint contradictòria. 
Per això, l’objectiu global d’aquest quart estudi va ésser avaluar la significació 
pronòstica de la detecció a sang perifèrica de cèl·lules neoplàstiques mitjançant 
tècniques de RT-PCR en pacients amb CCR, el qual es concreta amb els següents 
objectius específics: 
4.1. Establir el significat pronòstic de la presència de cèl·lules neoplàstiques 
circulants en pacients amb CCR sobre la supervivència i la recurrència tumoral.  
4.2. Establir el significat pronòstic de la presència de cèl·lules neoplàstiques 
circulants en un subgrup de pacients amb CCR intervinguts amb finalitat 
curativa sobre la supervivència i la recurrència tumoral. 
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Estudi 5. Valor pronòstic de la detecció postoperatòria de cèl·lules neoplàstiques 
a sang perifèrica en pacients amb càncer colorectal operats amb finalitat 
curativa. 
 
Com s’ha assenyalat prèviament, existeixen diverses evidències experimentals 
i clíniques que la manipulació tumoral durant l’acte quirúrgic pot afavorir la mobilització  
de cèl·lules neoplàstiques des del tumor primari (Weitz J, 1998; Sales JP,  1999; 
Hayashi N, 1999; Patel H, 2002). En aquest sentit, la presència de cèl·lules 
neoplàstiques a sang perifèrica es podria considerar un marcador de malaltia mínima 
residual amb potencial implicació pronòstica. Per això, l’objectiu global d’aquest cinquè 
estudi va ésser avaluar la significació pronòstica de la detecció de cèl·lules 
neoplàstiques a sang perifèrica mitjançant tècniques de RT-PCR a les 24 hores d’una 
cirurgia radical en pacients amb CCR, el qual es concreta en els següents objectius 
específics: 
4.1. Establir el significat pronòstic de la persistència de cèl·lules neoplàstiques 
circulants a les 24 hores de la resecció quirúrgica amb finalitat radical. 
4.2. Establir el pronòstic de l’aparició de cèl·lules neoplàstiques circulants a les 24 
hores de la cirurgia en pacients amb determinació basalment negativa. 
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3. INTRODUCCIÓ 
 
3.1. Epidemiologia i mecanismes moleculars en el càncer colorectal  
 El CCR és una de les neoplàsies més freqüents en els països occidentals. A 
Catalunya, la seva incidència se situa al voltant de 30 casos / 100.000 habitants en 
homes i 20 casos / 100.000 habitants en dones, el que la converteix en la segona 
neoplàsia més freqüent en ambdós sexes, darrera del càncer de pulmó i de mama, 
respectivament. Aquesta elevada incidència i els encara relativament poc satisfactoris 
resultats en el seu tractament, fan que el CCR esdevingui la segona causa més 
freqüent de mort per càncer en el nostre medi (Esteve J, 1993; Castells A, 2000a). 
 La major part dels casos corresponen a formes esporàdiques de la malaltia, tot 
i que en un percentatge elevat dels mateixos (15-25%) és possible recollir l’antecedent 
familiar de CCR i altres neoplàsies (Burt RW, 2000; Winawer SJ, 1997). Deixant de 
banda aquestes formes familiars, les quals poden correspondre a formes hereditàries 
amb baixa penetrança o trastorns poligènics amb participació de polimorfismes que 
modulen la influència de factors ambientals, existeixen dues síndromes hereditàries 
associades al CCR, la poliposi adenomatosa familiar (PAF) i el càncer colorectal 
hereditari no associat a poliposi (CCHNP) (Rustgi AK, 1994). Ambdues entitats, 
malgrat representar una proporció reduïda del total de neoplàsies colorectals, tenen 
una gran importància des d’un punt de vista fisiopatològic, clínic i terapèutic. En primer 
lloc, els coneixements adquirits en relació als factors que participen en el 
desenvolupament d’aquestes malalties hereditàries han permès conèixer els 
mecanismes implicats en el CCR esporàdic, ja que alguns dels gens que es troben 
mutats a nivell germinal a la PAF i el CCHNP també tenen un paper clau en aquesta 
darrera situació (Fearon ER, 1990). En segon lloc, la identificació dels gens 
responsables ha permès establir el diagnòstic presimptomàtic dels individus portadors 
de mutacions en aquests gens i, per tant, en risc de desenvolupar la malaltia, amb la 
conseqüent repercussió en les estratègies de cribratge (Giardiello FM, 2001). Per 
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últim, el diagnòstic molecular d’ambdues formes de CCR possibilita l’adopció de 
mesures terapèutiques més radicals, diferenciades de les emprades a les formes 
esporàdiques, la qual cosa hauria de tenir un impacte favorable en el pronòstic 
d’aquests malalts. 
 
3.1.1. Càncer colorectal esporàdic 
En els darrers anys, diversos estudis han permès establir les alteracions 
gèniques que participen en la patogènia del CCR esporàdic al llarg de la seqüència 
adenoma-carcinoma. En aquest model seqüencial, el desenvolupament del CCR 
reflecteix l’activació de determinats oncogens (KRAS) i la inactivació de diversos gens 
supressors (APC, SMAD4, DCC, TP53). L’acumulació d’aquestes alteracions, més que 
no pas l’ordre en que s’han adquirit, és la responsable de la transformació i progressió 
neoplàstica (Fearon ER,1990a) (Figura 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Model genètic en el càncer colorectal esporàdic 
 
La presència de mutacions en el gen APC –adenomatous polyposis coli- 
constitueix un fenomen precoç i clau per al desenvolupament dels adenomes. Aquest 
gen participa en la regulació de la migració cel·lular a través de la interacció amb els 
microtúbuls, de l’adhesió cel·lular mediada per β-catenina i E-cadherina, i de la 
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Interacció leucòcit-endoteli i mobilització de cèl·lules neoplàstiques en el  càncer colorectal 
 
 32
transducció de senyal dependent de β-catenina. Així, la pèrdua o mutació d’APC, 
responsable de la degradació de β-catenina, comporta alteracions en la migració i 
adhesió de la cèl·lula, així com un increment de l’activitat transcripcional Tcf - c-Myc 
que indueix la proliferació cel·lular (Powell SM, 1992) 
A banda de l’activació de la via APC-β-catenina-Tcf, la progressió des 
d’adenoma fins carcinoma requereix l’acumulació d’altres canvis genètics o 
cromosòmics. Entre les diferents molècules implicades destaca el proto-oncogen 
KRAS. La proteïna codificada per aquest gen, p21, pot trobar-se en dos estats 
funcionals segons el grau de fosforilització. La forma activa (p21-GTP) afavoreix 
l’activació de la cascada MAP quinasa, la qual té per finalitat promoure la síntesi de 
DNA. Aquesta funció està regulada per la seva activitat GTPasa intrínseca, la qual 
afavoreix el retorn a la forma inactiva (p21-GDP). La presència de mutacions en el gen 
KRAS comporta l’activació permanent de p21, el que incrementa la transducció de 
senyal que resultarà en un augment de l’activitat proliferativa de la cèl·lula (Macdonald 
F, 1997). 
Una alteració cromosòmica molt freqüent en el CCR és la presència de pèrdues 
al·lèliques en el braç llarg del cromosoma 18 (Fearon ER, 1990). L’observació de 
delecions al·lèliques en un determinat cromosoma és suggestiu de la presència d’un 
gen supressor, els quals habitualment requereixen la inactivació de les dues còpies 
per a perdre la seva funcionalitat. Mitjançant anàlisis de pèrdua d’heterozigositat, ha 
sigut possible identificar dos gens, DCC i SMAD4, els quals poden estar implicats en la 
patogènia del CCR. En relació al gen DCC –deleted in colon cancer-, s’ha comprovat 
que la manca d’expressió de la proteïna que codifica es correlaciona amb una menor 
probabilitat de supervivència en malalts afectes de CCR. Per altra banda, el gen 
SMAD4 codifica una proteïna que participa en la mediació intracelul·lar de la resposta 
al TGF-β. Estudis realitzats amb animals deficients han demostrat que la pèrdua 
aïllada de SMAD4 no indueix l’aparició de tumors intestinals, però que quan aquesta 
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s’associa a la pèrdua d’APC es desenvolupen adenomes que malignitzen fàcilment. 
TGF-β és una família de petits polipèptids amb diverses funcions en el creixement i 
desenvolupament cel·lular. La resposta de la cèl·lula al TGF-β depèn de receptors 
específics localitzats a la superfície cel·lular (RI i RII). La presència de mutacions en el 
gen TGFBRII (presents en el 20% dels CCR) o SMAD4, responsable de la poliposi 
juvenil, comporta que la cèl·lula s’escapi del control negatiu exercit pel TGF-β sobre la 
proliferació cel·lular (Takaku K, 1998).  
El gen supressor TP53 està localitzat al braç curt del cromosoma 17. La 
proteïna codificada per aquest gen, p53, inhibeix el creixement cel·lular actuant com a 
factor de transcripció, de tal manera que promou la transcripció de gens que codifiquen 
proteïnes amb activitat supressora. Així, en el moment que es produeix una lesió del 
DNA hi ha un ràpid increment del nivells de p53, el que comporta l’aturada del cicle 
cel·lular en fase G1 donant temps a la cèl·lula per a que repari el dany genètic. Quan la 
reparació no és possible, p53 indueix apoptosi. Les cèl·lules amb mutacions o pèrdues 
al·lèliques de TP53 no poden dur a terme aquestes funcions, per la qual cosa són 
incapaces d’aturar el procés neoplàstic (Hollstein M, 1991).  
Per últim, és important fer constar que probablement existeixen altres gens 
involucrats en la patogènia del CCR esporàdic. De fet, diversos estudis han demostrat 
la presència de pèrdues d’heterozigositat en altres cromosomes (8p, 5q, 22q), el que 
suggereix la possible participació d’altres gens supressors avui per avui desconeguts 
(Vogelstein B, 1989; Castells A, 1999a). 
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3.1.2. Poliposi adenomatosa familiar 
 Es tracta d’una malaltia hereditària autosòmica dominant, amb una incidència 
aproximada d’un cas per 10.000 habitants. Des d’un punt de vista fenotípic, es 
caracteritza per la presència de nombrosos pòlips adenomatosos (més de 100) 
distribuïts al llarg del budell gros. El diagnòstic sol efectuar-se entre la segona i la 
quarta dècades de la vida. Aquesta malaltia presenta un alt potencial de malignització, 
de tal manera que si no s’efectua tractament quirúrgic, la pràctica totalitat de malalts 
desenvoluparan un CCR abans dels 50 anys. Sovint s’acompanya de manifestacions 
extraintestinals, entre les que destaca la presència d’adenomes gastroduodenals, 
hipertròfia pigmentària de la retina o tumors desmoides, situació que es coneix com  
síndrome de Gardner (Rustgi AK, 1994; Castells A, 2000a). 
Mitjançant estudis de lligament genètic i posterior clonatge posicional, ha sigut 
possible identificar el gen responsable d’aquesta entitat, APC -adenomatous polyposis 
coli-, localitzat en el braç llarg del cromosoma 5 (Groden J, 1991). La presencia de 
mutacions germinals en aquest gen ha permès el diagnòstic molecular de la malaltia i, 
conseqüentment, la seva aplicació en el cribratge familiar de la mateixa (Powel SM, 
1993). La distribució de les mutacions en APC és molt heterogènia, encara que la 
majoria introdueixen prematurament un codó de finalització, el que resulta en la síntesi 
d’una proteïna truncada. A més, recentment s’ha vist que el tipus de mutació somàtica 
d’APC ve condicionada per la localització de la mutació germinal, el que suposa una 
variació significativa de la hipòtesi del two-hit de Knudson que pressuposava que les 
dues mutacions eren independents (Fodde R, 2001). 
 Per altra banda, existeix una bona correlació genotip-fenotip, de tal manera que 
la localització de la mutació condiciona l’espectre clínic de la malaltia (Figura 3) (Sorvia 
C, 1998; Fodde R, 2001).  
 
 
 
Interacció leucòcit-endoteli i mobilització de cèl·lules neoplàstiques en el  càncer colorectal 
 
 35
 
 
Figura 3. Correlació genotip-fenotip a la poliposi adenomatosa familiar 
 
 En aquest sentit, s’ha descrit una variant anomenada poliposi adenomatosa 
familiar atenuada la qual es caracteritza per un inici més tardà i un menor nombre de 
pòlips localitzats de manera preferent en el còlon dret, i que s’associa a mutacions en 
l’extrem 5’ o 3’ del gen APC. Els casos amb major nombre de pòlips habitualment 
s’associen a mutacions entre els codons 1285 i 1465, el desenvolupament d’hipertròfia 
pigmentària de la retina a mutacions en els codons 542-1309, i l’aparició de múltiples 
manifestacions extracolòniques a mutacions en els codons 1465, 1546 i 2621, tal i com 
es mostra a la Figura 3. Per últim, els malalts en els que no es possible detectar 
mutacions en APC (20-40%) presenten un fenotip molt més lleu, tant pel que fa a les 
manifestacions extracolòniques com en relació al número de pòlips en el còlon 
(Heinimann K, 1998). Aquestes darreres dades, així com les importants diferències 
fenotípiques entre les famílies afectes suggereix la possible existència d’altres gens 
implicats que exerceixin un paper modificador (Houlston R, 2001).  
El gen APC, com s’ha assenyalat prèviament, juga un paper clau en la 
regulació de la migració cel·lular a través de la interacció amb els microtúbuls, de 
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l’adhesió cel·lular mediada per β-catenina i E-cadherina, i de la transducció de senyal 
dependent de β-catenina (Figura 4). La pèrdua o mutació d’APC, responsable de la 
degradació de β-catenina, comporta alteracions en la migració i adhesió de la cèl·lula, 
així com un increment de l’activitat transcripcional Tcf - c-Myc que indueix la 
proliferació cel·lular (Fodde R, 1992). 
 
 
Figura 4. Funcions de la proteïna APC 
 
L’estratègia recomanada per al cribratge de la poliposi adenomatosa familiar es 
basa en mesures de consell genètic que inclouen la realització de l’anàlisi mutacional 
del gen APC i l’assessorament als familiars en relació al risc que comporta la malaltia, 
la importància que té el seguiment i la transcendència que pot tenir el resultat de la 
prova genètica (Powel SM, 1993; Giardello FM, 1997). En els individus portadors de 
mutacions o en aquells en els que no ha estat possible determinar la seva presència, 
el cribratge contempla la pràctica d’una sigmoidoscòpia anual. Si s’estableix el 
diagnòstic de poliposi, a banda d’indicar el tractament quirúrgic, cal fer un estudi 
d’extensió que inclogui fibrogastroscòpia, ortopantomografia i estudi del fons d’ull per 
tal de descartar la presència de manifestacions extracolòniques.  
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 El tractament de la poliposi adenomatosa familiar és quirúrgic, ja sigui 
mitjançant proctocolectomia total amb reservori o colectomia subtotal amb preservació 
del recte i anastomosi ileorectal (Rustgi AK, 1994; Castells A, 2000a). Mentre la 
primera evita el risc d’un ulterior desenvolupament d’una neoplàsia rectal, aquest opció 
està gravada per un major nombre de complicacions postoperatòries i possiblement 
pitjor qualitat de vida. La selecció d’un tècnica quirúrgica depèn fonamentalment de les 
manifestacions de l’individu o de la família, recomanant-se la colectomia total en la 
majoria de pacients i reservant la subtotal per aquells casos en els que existeixen pocs 
pòlips en el recte i el fenotip familiar és lleu, o per a les formes atenuades (Bülow C, 
2000). Tanmateix, alguns estudis suggereixen que la localització de les mutacions 
podria contribuir a decidir el tipus d’intervenció. Així, estaria indicat realitzar una 
colectomia subtotal quan les mutacions estiguessin localitzades en els codons 0-200 o 
posteriors als 1500, mentre que altres autors recomanarien posposar la colectomia 
quan les mutacions es troben entre els codons 1445 i 1580 degut a l’elevat risc de 
desenvolupar tumors desmoides després de la intervenció (Vasen HFA, 1996; Friedl 
W, 2001).  
En els darrers anys, s’ha demostrat que els adenomes del pacients amb 
poliposi adenomatosa familiar presenten sobreexpressió de ciclooxigenasa 2 (COX-2), 
la isoforma induïble d’aquest enzim el qual participa en el metabolisme de les 
prostaglandines (Gupta RA, 2001). Paral·lelament, s’ha observat que la utilització 
d’antiinflamatoris no esteroidals redueix el nombre de pòlips que presenten aquests 
pacients (Gupta RA, 2001). Aquests resultats també s’han observat amb la utilització 
d’inhibidors específics de COX-2 (Steinbach G, 2000), mentre que estudis 
experimentals amb ratolins deficients per a APC (APCMin o APC∆716) i per a COX-2 han 
confirmat la importància patogènica d’aquest isoenzim i el potencial efecte beneficiós 
d’aquests fàrmacs. No obstant, la utilització d’inhibidors selectius de COX-2 està 
limitada als pacients tractats quirúrgicament amb preservació del recte, per tal d’evitar 
l’aparició de nous pòlips en aquest segment (Gupta RA, 2001).  
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3.1.3. Càncer colorectal hereditari no lligat a poliposi (CCHNP) 
Es tracta d’una malaltia hereditària amb un patró autosòmic dominant, que es 
caracteritza pel desenvolupament precoç de CCR, de predomini en el còlon dret i amb 
una elevada tendència a presentar lesions sincròniques o metacròniques, així com 
neoplàsies d’altre origen (endometri, estómac, sistema urinari, ovari, vies biliars, budell 
prim, entre d’altres). Histològicament, el tumor presenta unes característiques 
relativament constants, donat que es tracten de tumors amb abundant presència de 
moc i pobrament diferenciats (Rustgi AK, 1994; Castells A, 2000a).  
 Existeixen importants variacions en relació a l’estimació de la seva incidència 
fruit del limitat nombre d’estudis poblacionals i d’una probable diversitat geogràfica. No 
obstant, el factor més determinant per a les discordances en quant a la seva 
freqüència de presentació és la dificultat per a establir-ne la seva definició i, 
conseqüentment, el seu diagnòstic. Malgrat aquestes limitacions, a l’actualitat 
s’accepta que aquesta malaltia representaria un 0,5-2% del total de CCR (Aaltonen 
LA,1998; Wijnen JT, 1998; Percesepe A, 2001).   
 El diagnòstic de CCHNP s’estableix a partir de la història familiar, i la seva 
definició es basa en els criteris establerts a la reunió d’Amsterdam (Vasen HFA, 1991) 
(Taula 1A). Darrerament, s’han ampliat els criteris diagnòstics (Amsterdam II) per a 
donar un major protagonisme a les neoplàsies extracolòniques (Vasen HF, 1999) 
(Taula 1B). 
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CRITERIS D’AMSTERDAM I 
 
1. Tres o més familiars afectes de CCR, un d’ells familiar de primer grau dels altres dos, i 
2. Dues generacions consecutives afectes, i 
3. Diagnòstic d’almenys d’un dels casos abans dels 50 anys, i 
4. Exclusió de la poliposi adenomatosa familiar 
 
Taula 1A. Criteris d’Amsterdam I 
 
 
CRITERIS D’AMSTERDAM II 
 
1. Tres o més familiars afectes de tumors associats al CCHNP (CCR, endocrí, mama, 
urèter, pelvis renal, estómac, ovari, budell prim), un d’ells familiar de primer grau dels 
altres dos, i 
2. Dues generacions consecutives afectes, i 
3. Diagnòstic d’un dels casos afectes abans dels 50 anys, i 
4. Exclusió de la poliposi adenomatosa familiar 
 
Taula 1B. Criteris d’Amsterdam II 
 
 Des del punt de vista molecular, el CCHNP es caracteritza per l’existència de 
múltiples mutacions somàtiques que afecten de manera preferent a fragments 
repetitius d’ADN (microsatèl·lits) distribuïts al llarg del genoma (Ionov Y, 1993; Chung 
DC, 1995). Aquest fenomen, anomenat inestabilitat de microsatèl·lits, tradueix 
l’acumulació d’errors en la replicació de l’ADN, els quals són conseqüència de 
mutacions en els gens responsables de la seva reparació. La identificació de 
mutacions germinals en aquests gens -hMSH2, hMLH1, hMSH6, hMLH3, hPMS1, 
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hPMS2- ha permès definir la base genètica d’aquesta malaltia (Leach FS, 1993; 
Chung DC, 1995).  
La reparació dels errors que tenen lloc durant la replicació de l’ADN (errors 
d’aparellament i petites insercions/delecions d’una o dues bases) s’inicia per la unió 
d’heterodímers MSH2-MSH6 al fragment danyat. Aquesta primera fase va seguida per 
un canvi conformacional d’aquestes molècules el que facilita la unió del complex 
MLH1-PMS2. Posteriorment, es produeix l’escissió de la cadena d’ADN afecta i la 
síntesi d’una de nova. Quan s’han de reparar insercions/delecions més llargues, 
probablement intervé el complex MSH2-MSH3 (Chung DC,1995) (Figura 5). 
 
 
Figura 5. Mecanisme de reparació dels errors de replicació de l’ADN. 
 
 La presència de mutacions germinals en alguns d’aquests gens comporta que 
la cèl·lula tingui un mecanisme reparador deficient, el que es tradueix en l’acumulació 
de mutacions somàtiques a dos nivells. Per una banda, a nivell de microsatèl·lits, la 
majoria dels quals estan localitzats en ADN intrònic i, per tant, la seva afectació no té 
un significat patològic. Per altra, els errors de replicació també poden afectar a unitats 
repetitives de l’ADN incloses dins els marcs de lectura de diferents gens (TGF-β, 
MSH6
MSH2
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Interacció leucòcit-endoteli i mobilització de cèl·lules neoplàstiques en el  càncer colorectal 
 
 41
IGFRII, BAX, entre d’altres), alguns dels quals juguen papers fonamentals en la 
regulació del creixement, diferenciació o mort cel·lular (Chung DC, 1995).  
 Donat l’elevat risc de desenvolupar un CCR (superior al 80% al llarg de la vida 
dels individus amb mutacions germinals en els gens hMSH2 i hMLH1) (Vasen HF, 
2001), diversos autors suggereixen la possibilitat d’efectuar una colectomia profilàctica 
en tots els individus pertanyents a famílies que compleixen els criteris diagnòstics de 
CCHNP i que es demostrin portadors de mutacions en aquests gens (Giardiello FM, 
2001). No obstant, no existeixen estudis que demostrin que aquesta actuació millori el 
pronòstic d’aquest individus, de la mateixa manera que tampoc s’ha demostrat 
l’eficàcia de la histerectomia profilàctica davant l’elevat risc de desenvolupar una 
neoplàsia d’endometri. Menys controvertida resulta la decisió terapèutica en relació a 
la tècnica quirúrgica més adient per al tractament dels pacients que han desenvolupat 
CCR. Donat l’elevat risc de presentar lesions metacròniques al llarg del seu seguiment, 
la pràctica d’una colectomia total o subtotal podria constituir una estratègia adequada. 
De nou, cal dir que no existeixen estudis controlats que confirmin la validesa d’aquesta 
aproximació terapèutica. 
En els darrers anys s’ha demostrat que la vigilància periòdica mitjançant 
colonoscòpies millora el pronòstic dels individus pertanyents a famílies amb criteris de 
CCHNP. Així, la realització d’una colonoscòpia cada 2-3 anys s’associa a una 
disminució de la probabilitat de desenvolupar CCR i a un augment de la supervivència 
(Järvinen HJ, 2000).  
Les recomanacions actuals en els pacients pertanyents a famílies amb criteris 
de CCHNP contempla la realització de l’anàlisi mutacional dels gens hMSH2 i hMLH1 
(Giardiello FM, 2001; AGA, 2001). En els individus portadors de mutacions o en 
aquells casos en els que no és possible determinar-ne la seva presència, la pràctica 
d’una colonoscòpia cada 1 ó 2 anys a partir dels 25-30 anys (ó 10 anys abans de l’edat 
de diagnòstic del familiar afecta més jove) constitueix l’estratègia més adequada. A 
més, en funció del predomini de neoplàsies d’un altre origen en el si d’una 
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determinada família, és convenient efectuar altres exploracions dirigides a descartar la 
seva presència.  
 Per últim, en els darrers anys han aparegut diversos estudis que suggereixen la 
detecció del fenomen d’inestabilitat de microsatèl·lits com a mètode de cribratge per a 
detectar a pacients amb CCHNP (Rodriguez-Bigas MA, 1997; Boland CR, 1998). En 
aquest sentit, a banda dels individus pertanyents a famílies que compleixen els criteris 
d’Amsterdam, és recomanable estudiar l’existència d’aquest fenomen en tots aquells 
pacients amb CCR que presenten unes determinades característiques demogràfiques 
i/o familiars, les quals venen definides pels criteris de Bethesda. En aquells casos que 
es detecta la presència d’inestabilitat de microsatèl·lits, és necessari confirmar el 
diagnòstic de CCHNP mitjançant la corresponent anàlisi mutacional.  
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3.2. Invasió i metàstasis en el càncer colorectal 
 
 El procés de disseminació tumoral consta d’una sèrie d’etapes complexes i 
interdepenents, totes elles necessàries per a que es produeixi un focus tumoral a 
distància del tumor primari. Així, les cèl·lules tumorals que donaran lloc a la metàstasi 
han de sobreviure a una sèrie de mecanismes de defensa del propi hoste que tracten 
d’impedir aquest fenomen. Les principals etapes del procés de disseminació 
metastàtica es representen a la Figura 1 i són els següents: 
1) Un cop produïda la transformació neoplàstica, la proliferació cel·lular ve afavorida 
per l’aport de nutrients a partir del microentorn mitjançant difusió. 
2) La neovascularització o angiogènesi és necessària per al creixement del tumor 
més enllà d’un diàmetre d’1-2 mm. La síntesi i secreció de diferents molècules 
angiogèniques, juntament amb la supressió de diferents molècules inhibidores són 
responsables de la formació d’una xarxa de capil·lars que neix del teixit circumdant 
del propi hoste. 
3) L’hoste intenta evitar el creixement del teixit tumoral mitjançant els sistemes de 
immunovigilància. 
4) Algunes cèl·lules tumorals poden inhibir l’expressió de molècules cohesives i 
adquirir una major mobilitat, separant-se així de la lesió primària. La invasió de 
l’estroma de l’hoste per part de les cèl·lules tumorals es produeix mitjançant una 
sèrie de mecanismes paral·lels. Els capil·lars i les vènules de paret fina, com els 
canals limfàtics, ofereixen una escassa resistència a la penetració de les cèl·lules 
tumorals i constitueixen les rutes més freqüents per a l’entrada de les cèl·lules 
tumorals al torrent circulatori. 
5) A continuació es produeix la separació i embolització de cèl·lules tumorals aïllades 
o en forma d’agregats cel·lulars, encara que la gran majoria de les cèl·lules 
tumorals que passen al torrent circulatori són ràpidament destruïdes. 
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6) Les cèl·lules tumorals que sobreviuen en el torrent circulatori s’han d’aturar en els 
llits capil·lars dels òrgans a distància mitjançant adhesió a les cèl·lules endotelials 
dels capil·lars o membranes basals subendotelials. 
7) Les cèl·lules tumorals, especialment les que formen agregats, poden proliferar a 
l’interior dels vasos sanguinis, però la majoria d’elles s’extravassen i penetren en el 
parènquima de l’òrgan a través de mecanismes similars als que actuen durant la 
invasió. 
8) Les cèl·lules tumorals que presenten els receptors cel·lulars adequats a la seva 
superfície poden respondre a factors de creixement paracrins i, d’aquesta forma, 
proliferar en el parènquima de l’òrgan. 
9) Les cèl·lules metastàtiques tenen que evitar ésser destruïdes per les defenses de 
l’hoste, entre les que destaquen la resposta immune específica i inespecífica. 
10) Per a que una metàstasi pugui adquirir una massa de diàmetre superior a 1-2 mm. 
necessita la formació d’una xarxa vascular. 
 
 El present projecte de Tesi Doctoral aprofundeix en dos aspectes claus del 
procés de disseminació metastàtica: els mecanismes immunològics de l’hoste per a 
evitar el creixement tumoral, i la mobilització de les cèl·lules neoplàstiques un cop 
aquestes han escapat cap el torrent circulatori. 
A l’hora d’estudiar la funció del sistema immune en el procés de disseminació 
metastàtica cal tenir en compte l’heterogeneïtat antigènica de les neoplàsies, la 
immunogenícitat intrínseca de les cèl·lules metastàtiques i la capacitat de l’hoste per 
reconèixer i destruir les cèl·lules tumorals autòctones. Avui en dia, es reconeix la 
heterogeneïtat dels tumors respecte a la antigenícitat, immunogenícitat i susceptibilitat 
a la citotoxicitat cel·lular dependent d’anticossos, a les cèl·lules citotòxiques naturals 
(natural killers, NK), a les cèl·lules T i cèl·lules citotòxiques activades per limfoquines, 
als limfòcits que infiltren els tumors, i al tractament amb limfòcits T citotòxics (Radinsky 
R, 1996). En alguns sistemes tumorals, la depressió de la reactivitat immunològica 
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augmenta la incidència de metàstasis tant espontànies com experimentals (Fidler IJ, 
1980).  
Per altra banda, la formació de metàstasi per via hematògena té lloc en una 
sèrie d’etapes consecutives: penetració dels vasos sanguinis i/o limfàtics, alliberació i 
supervivència d’agregats de cèl·lules tumorals en el torrent circulatori, detenció i 
adhesió dels agregats en els petits canals vasculars dels òrgans a distància, invasió de 
la paret d’aquests vasos per part de les cèl·lules tumorals, extravasació al teixit 
subjacent i multiplicació, creixement d’un estroma vascularitzat i, per últim, creixement 
del propi focus tumoral. 
El número d’agregats tumorals a la sang sembla estar correlacionat amb la 
duració clínica, la mida del tumor primari i la presència de zones necròtiques dins el 
tumor, les quals afavoririen un ràpid accés de les cèl·lules al sistema circulatori (Weiss 
L, 1985). Tanmateix, és important assenyalar que la presència de cèl·lules 
neoplàstiques a la sang és necessària, però no suficient, per a la posterior formació de 
metàstasis. Així, la gran majoria de les cèl·lules tumorals que penetren en el sistema 
circulatori són ràpidament eliminades. Aquest procés pot ésser degut a 
característiques intrínseques de les cèl·lules, com la deformabilitat, agregació o 
presència de molècules d’adhesió en la seva superfície (Liotta LA, 1976; Weiss L, 
1992). Per altra banda, factors de l’hoste com la turbulència de la sang, les cèl·lules 
citotòxiques naturals, els macròfags i les plaquetes, també poden influir en la 
supervivència dels èmbols tumorals (Fidler IJ, 1985; Tsuruo T, 1986 ). En aquest 
sentit, la probabilitat de que una cèl·lula neoplàstica sobrevisqui a la sang augmenta 
quan aquesta forma agregats amb altres cèl·lules tumorals (Liota LA,1976). Els 
dipòsits de fibrina, l’agregació de plaquetes i l’adhesió al voltant dels èmbols tumorals 
pot protegir a les cèl·lules tumorals circulants contra traumes físics, facilitar-ne la seva 
aturada als llits capil·lars, i protegir-les enfront el sistema immunitari de l’hoste (Gorelik 
E, 1987). La major supervivència dels èmbols tumorals es tradueix amb una major 
probabilitat de formació de metàstasis a distància.  
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3.3. Tractament del càncer colorectal 
 
El tractament del CCR depèn fonamentalment del seu estadi evolutiu i de la 
seva localització. L’únic tractament amb finalitat curativa és el tractament quirúrgic. La 
finalitat de la cirurgia és l’exèresis del tumor primari amb uns marges de resecció 
amplis, així com de tots els ganglis adjacents amb el fi de disminuir la probabilitat de 
recidiva de la malaltia (Nelson H, 2000). 
 
3.3.1. Tractament del tumor primari 
Múltiples estudis clínics i experimentals han demostrat que la manipulació 
tumoral afavoreix el despreniment i mobilització de cèl·lules neoplàstiques durant l’acte 
quirúrgic (Nishizaki T, 1990; Brown DC, 1995; Eschwêge P, 1995; Denis MG, 1996; 
Funaki NO, 1998b; Miyazono F, 1999; Weitz J, 1998; Sales JP, 1999; Hayashi N, 
1999; Garcia-Olmo D, 1999; Patel K, 2002). Aquest fet ha comportat que en els darrers 
anys s’hagin revisat les diferents tècniques quirúrgiques. Fruit d’aquesta revisió, s’ha 
extès l’ús de la tècnica non-touch basada en la lligadura dels vasos aferents i eferents 
del tumor abans de la seva manipulació quirúrgica  per tal d’evitar la dispersió de 
cèl·lules neoplàstiques al torrent circulatori (Turnbull RB Jr, 1967), així com la tècnica 
de resecció completa del mesorecte en el càncer de recte amb l’objectiu de reduir la 
probabilitat de recidiva locoregional (Douglas HO Jr, 1986; Martling AL, 2000; Kapiteijn 
E, 2001).  
Entre altres avenços en la cirurgia del CCR que han permès disminuir la morbi-
mortalitat relacionada destaquen els mètodes d’acondicionament o neteja del còlon i la 
millora de la instrumentació quirúrgica, en especial el desenvolupament de tècniques 
de sutura mecànica.  
L’aplicació de la cirurgia laparoscòpica a la patologia intraabdominal ha suposat 
una autèntica revolució en el tractament d’aquests pacients. Estudis clínics han 
demostrat que la cirurgia laparoscòpica presenta una disminució dels fenòmens 
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inflamatoris tant locals com sistèmics respecte a la cirurgia convencional (Delgado S, 
2001). Entre els beneficis obtinguts amb aquesta aproximació es troben la disminució 
del dolor postoperatori, el que afavoreix la mobilització precoç del pacient amb la 
conseqüent reducció del risc de complicacions respiratòries i trombòtiques, del període 
d’ili, de l’estada hospitalària i de la convalescència  (Lacy AM, 1995).  
Múltiples estudis han demostrat l’aplicabilitat i reproductibilitat de la cirurgia 
laparoscòpica en el CCR (Franklin ME, 1996; Fleshman JW, 1996; Milsom JW, 1998; 
Lacy AM, 1998). Tanmateix, encara existeix certa controvèrsia sobre la seva seguretat 
d’aquesta aproximació en el tractament de malalts oncològics. Aquest fet es degut a 
que estudis en animals d’experimentació havien suggerit que les característiques 
tècniques de la cirurgia laparoscòpica (pressió intraabdominal, temperatura, gas) 
podien afavorir el creixement tumoral, la disseminació hematògena i l’exfoliació 
intraperitonial de cèl·lules tumorals (Allendorf JD, 1995; Mathew G, 1996; Wheland R, 
1996; Jacobi CA, 1997; Bouvy ND, 1997; Watson RW, 1998). Paral·lelament, s’han 
descrit alguns casos de pacients amb CCR que han desenvolupat metàstasis en els 
llocs d’inserció dels tròcars (port-site metastases) (Berends FJ, 1994; Wexner S, 1995; 
Vukasin P, 1996). No obstant, en el moment actual existeixen múltiples estudis que 
demostren que aquesta eventualitat és extremadament infreqüent quan es tenen 
determinades precaucions a l’hora de manipular el tumor (Franklin ME, 1996; 
Fleshman JW, 1996; Milsom JW, 1998; Lacy AM, 1998). Així mateix, dos estudis 
prospectius que avaluaren la disseminació peritoneal mitjançant tècniques de citologia 
o immunocitologia, no van observar diferències entre la cirurgia laparoscòpica i la 
convencional (Buchmann P, 1996; Kim SH, 1998). Per últim, i més important, els 
resultats a llarg termini del primer estudi controlat i aleatoritzat que compara ambdues 
aproximacions quirúrgiques ha demostrat que la cirurgia laparoscòpica s’associa a una 
menor probabilitat de recidiva tumoral i a una major supervivència en malalts amb 
càncer de còlon. Aquesta superioritat es deu, fonamentalment, a les diferencies 
obtingudes en els pacients amb estadi III  (Lacy AM, 2002). La confirmació d’aquests 
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resultats per part dels estudis multicèntrics en curs convertiria la colectomia assistida 
per laparoscòpia en el tractament d’elecció en els malalts amb càncer de còlon.  
 
3.3.2 Tractament complementari  
 A l’any 1990, una reunió de consens va recomanar la realització de tractament 
adjuvant mitjançant quimioteràpia als pacients amb tumors en estadi III de la 
classificació TNM (NIH Consensus Conference, 1990). A la mateixa reunió, no es va 
aconsellar una teràpia específica per aquells pacients amb lesions en estadi II. 
Actualment, persisteix la controvèrsia sobre la necessitat d’efectuar tractament 
complementari en aquest darrer grup de malalts, ja que el seu relatiu bon pronòstic 
redueix el potencial efecte beneficiós del tractament (Boland CR, 2000). Així, estudis 
inicials de la dècada dels 90 van observa que el tractament complementari en pacients 
en estadi B de Dukes disminuïa el risc de recurrència tumoral, però sense arribar a 
assolir significació estadística (Moertel CG, 1995b). Posteriorment, els resultats de dos 
estudis prospectius han demostrat un efecte beneficiós del tractament complementari 
en pacients en estadi II, tot i que aquests no anaven específicament dirigits a avaluar 
el pronòstic d’aquest subgrup de malalts (IMPACT B2, 1999; Mamounas E, 1999). 
Aquesta disparitat de resultats suggereix que és necessari identificar nous indicadors 
de mal pronòstic (afectació peritoneal, invasió venosa, afectació marges, perforació 
tumoral, etc.) que permetin seleccionar aquells pacients en estadi II amb una major 
probabilitat de recidiva i, per tant, que es puguin beneficiar de tractament adjuvant de 
manera similar al que passa en pacients amb tumors en estadi III (Petersen VC, 2002). 
 En els pacients amb càncer colorectal en estadi III de la classificació TNM, està 
universalment acceptat la necessitat de realitzar tractament complementari amb 
quimioteràpia. Així, múltiples estudis han demostrat l’efecte beneficiós del tractament 
en relació al risc de recidiva i a la probabilitat de supervivència  (Moertel CG, 1995a; 
IMPACT, 1995; O’Conell MJ, 1998). 
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 El tractament del càncer de recte mereix alguns comentaris específics. Tot i 
que la cirurgia és el tractament d’elecció en aquests pacients, les peculiaritats 
anatòmiques del recte (un ric drenatge limfàtic i les escasses barreres amb estructures 
adjacents) determinen que existeixi un elevat risc de recidivas locoregional (25% en 
pacients en estadi II i 50% en pacients en estadi III). Aquest fet demostra la 
conveniència d’efectuar tractament complementari. El tractament adjuvant es basa en 
la combinació de radioteràpia (pre o post-operatòria) i quimioteràpia, ja que la 
realització únicament de tractament local disminueix el risc de recidiva a aquest nivell 
però no evita la aparició de metàstasis a distància (Medical Research Council Rectal 
Cancer Working Party, 1996). És important assenyalar que, malgrat el tractament 
combinat en el càncer de recte ha demostrat ésser útil per a disminuir la probabilitat de 
recidiva local i la mortalitat associada al càncer (Krook JE, 1991), tan sols un estudi ha 
aconseguit demostrar una milloria en la supervivència global (Swedish Rectal Cancer 
Trial, 1997).  
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3.4. Pronòstic dels pacients amb càncer colorectal 
 
El pronòstic dels pacients amb CCR depèn de diversos factors clínics, 
histològics i biològics. En relació als primers, és ben conegut que la perforació i 
l’oclusió com a manifestació inicial del tumor s’associen a un pitjor pronòstic. Per altra 
banda, el factor predictiu més determinant pel que fa a la supervivència i recidiva 
tumoral és l’estadi tumoral, el qual té en compte la penetració en la paret del budell, 
l’afectació ganglionar i la presència de metàstasis a distància.  
L’estadi evolutiu del CCR pot establir-se d’acord amb la classificació de Dukes 
(modificada per Astler i Coller) (Taula 2) o el sistema TNM (Taula 3) de la International 
Union Against Cancer (Fleming ID, 1997). Ambdues classificacions es correlacionen 
amb el pronòstic dels malalts (Taula 4). 
 
 
 
 
Taula 2. Classificació de Dukes (modificada per Astler i Coller ). 
 
 
 
Estadi 
A 
 
B1 
 
B2 
 
C1 
 
C2 
 
D 
Penetració limitada a la mucosa 
 
Penetració fins  la muscular pròpia 
 
Penetració fins la capa serosa 
 
Igual que B1 més metàstasi ganglionars 
 
Igual que B2 més metàstasi ganglionars 
 
Metàstasi a distància o invasió parietal d’òrgans adjacents 
Extensió  
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Taula 3. Classificació TNM (AJCC) per al càncer colorectal. 
 
 
 
Taula 4. Pronòstic dels pacients amb càncer colorectal en funció de l’estadi TNM. 
Estadi 0 
  Tis N0 M0   Carcinoma in situ 
 
Estadi I 
  T1 N0 M0   Tumor que invadeix la submucosa 
  T2 N0 M0   Tumor que invadeix la muscular pròpia 
 
Estadi II 
  T3 N0 M0   Tumor que invadeix a través de la muscular pròpia cap a la  
                     subserosa o cap a teixits pericòlics o perirectals no peritonitzats 
  T4 N0 M 0  Tumor que perfora el peritoni visceral o que invadeix directament  
                     altres òrgans o estructures   
 
Estadi III 
  T1-4 N1 M0 
  T1-4 N2-3 M0  
     Qualsevol grau de penetració de la paret intestinal amb metàstasis  
     en ganglis limfàtics regionals    
     N1  1 a 3 ganglis limfàtics pericòlics o perirectals afectats 
     N2  4 ó més ganglis limfàtics pericòlics o perirectals afectats 
     N3  Metàstasi a qualsevol gangli limfàtic al llarg d’un tronc vascular 
 
Estadi IV 
   T1-4 N0-3 M1  Qualsevol invasió de la paret intestinal, amb o sense  
                            metàstasi a ganglis limfàtics però amb metàstasi a distància 
Estadi TNM 
In situ 
 
I 
 
II 
 
III 
 
IV 
96-100 %
 
89-90 % 
 
50-75 % 
 
25-45 % 
 
< 5% 
Supervivència als 5 
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La presència de disseminació metastàtica és un dels factors amb major valor 
predictiu independent. Un 40-50% dels malalts amb CCR desenvolupen metàstasis 
hepàtiques, ja sigui de manera simultània amb el tumor primari (sincròniques, 15-25%) 
o al llarg del seguiment (metacròniques, 75-85%). En un terç d’aquests, el fetge és 
l’únic òrgan afecte, encara que únicament un 15-20% d’aquests pacients seran 
susceptible de resecció quirúrgica amb pretensió radical. El desenvolupament de 
metàstasis implica un pèssim pronòstic a llarg termini, amb una supervivència als 5 
anys del 25-30% per els pacients sotmesos a cirurgia radical, i de menys del 5% en 
aquells amb malaltia irresecable (Castells A, 2002). 
El valor pronòstic de l’estadi evolutiu del tumor justifica que aquest sigui el 
principal criteri a l’hora d’indicar la realització de tractament complementari. La eficàcia 
de la quimioteràpia en els pacients amb afectació ganglionar permet una reducció 
significativa de la mortalitat relacionada amb el càncer i un increment de la 
supervivència lliure de malaltia (Moertel GC, 1995a; IMPACT, 1995; O’Conell MJ, 
1998). Com s’ha comentat, el paper de la quimioteràpia en els pacients sense 
afectació ganglionar és més controvertida (Moertel CG, 1995b; IMPACT B2, 1999; 
Mamounas E, 1999) i, per tant, és imprescindible la identificació de nous indicadors de 
mal pronòstic en aquest subgrup de malalts (Petersen VC, 2002). 
Malgrat les diferents classificacions basades en les troballes anàtomo-
patològiques permeten establir el pronòstic de manera global, cap d’elles possibilita la 
predicció del comportament individual d’un determinat malalt a fi de seleccionar aquells 
que més es poden beneficiar d’un seguiment estricte o d’un tractament adjuvant més 
intens. Donat que el pronòstic dels malalts intervinguts amb finalitat radical està 
condicionat per la recurrència de la malaltia, una estratègia vàlida per aconseguir 
aquest objectiu seria la identificació precoç de disseminació metastàtica oculta o 
microscòpica o, dit d’altra manera, de malaltia mínima residual. Altres aproximacions 
contemplen l’establiment del valor pronòstic de diferents marcadors moleculars 
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implicats en el creixement i/o la progressió tumoral (Campo E, 1992; Campo E, 1994; 
Castells A, 1997; Hernandez S, 2000). 
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3.5. Paper del reclutament leucocitari en el càncer colorectal 
 
L’angiogènesis, o establiment d’una neovascularització tumoral, és un fenomen 
cabdal per al desenvolupament i creixement del tumor (Folkman J, 1995). Aquest 
procés, regulat per múltiples factors pro i antiangiogènics (Bessa X, 2000) (Taula 5), 
augmenta la superfície endotelial i així afavoreix la interacció de les cèl·lules amb la 
paret vascular.  
La capacitat del sistema immune per infiltrar el teixit tumoral durant el procés de 
vigilància immunològica depèn de la capacitat d’aquestes cèl·lules de contactar amb 
l’endoteli vascular i penetrar en el teixit tumoral (Ferrara, 1996). El creixement del 
tumor pot ser conseqüència d’una inadequada resposta immune, ja sigui degut a una 
pobra immunogenicitat de les cèl·lules tumorals o per una baixa eficiència en la 
resposta del sistema immune (Todryk, 1998). El teixit tumoral humà es troba 
habitualment infiltrat per limfòcits, el que es considera com la manifestació principal de 
la resposta de l’hoste enfront del tumor (Rosenberg SA, 1996). En aquest sentit, les 
interaccions leucòcit-endoteli a la neovasculatura tumoral són fonamentals per al 
control del creixement tumoral  ja que constitueixen el pas previ a la infiltració del teixit 
tumoral per part dels leucòcits a fi de poder exercir la seva activitat antineoplàstica (Yu 
WG, 1997). Així, està demostrat que la infiltració leucocitària a nivell del teixit tumoral 
s’associa a un millor pronòstic (Naito Y, 1998, Dolcetti R, 1999).  A més, tant el propi 
procés inflamatori com la immunoteràpia s’han demostrat efectives en la reducció del 
creixement del tumor (Ghang AE, 1996).  
El desenvolupament de tècniques de microscopia intravital ha permès estudiar 
in vivo els fenòmens d’interacció leucòcit-endoteli en diferents models experimentals. 
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 Activadors de la angiogènesi Inhibidors de l’angiogènesis 
Factors de 
creixement 
Factor de creixement fibroblàstic bàsic (bFGF) 
Factor de creixement fibroblàstic àcid (aFGF) 
Factor de creixement transformant-α (TGF-α) 
Factor de creixement transformant-β (TGF-β) 
Factor de creixement derivat de les plaquetes (PDGF)  
Factor de creixement Insulina-like (IGF)  
Factor de creixement de l’endoteli vascular (VEGF) 
Angiotropina  
Angiogenina  
Factor de creixement placentari 
 
Proteases i 
inhibidors de les 
proteases 
Catepsines 
Gelatinasa A, B 
Estromelisina 
Activador tipus uroquinasa del plasminogen (uPA) 
Inhibidors tissulars de metaloproteases 
(TIMP-1, TIMP-2) 
Inhibidor de l’activador del plasminogen 
(PAI-1) 
 
Elements Coure Zinc 
Oncogens c-myc 
ras 
c-jun 
TP53 
Rb 
Enzims de 
transducció de 
senyal 
Timidina fosforilasa  
Farnesil transferasa   
Geranil transferasa   
 
Citoquines Interleuquina-1 
Interleuquina-6 
Interleuquina-8 
Interleuquina-10 
Interleuquina-12 
Moduladors 
endògens 
Alfa v Beta 3 integrina 
Angiopoetina-1   
Angiostatina II   
Endotelina  
Eritropoietina  
Hipòxia 
Sintasa de l’òxid nítric 
Factor activador de plaquetes (PAF) 
Prostaglandina E  
Trombopoetina  
Angiopoetina-2  
Angiotensina  
Angiotensina II (AT2 receptor) 
Caveolina-1, Caveolina-2 
Endostatina 
Angiostatina 
Interferó alfa 
Isoflavones 
Factor plaquetari IV  
Trombospondina 
Troponina-1 
 
Taula 5. Factors estimuladors i inhibidors de l’angiogènesi 
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3.5.1. Mecanismes moleculars implicats en la interacció leucòcit-endoteli 
El reclutament de leucòcits circulants cap a les àrees de creixement tumoral és 
paral·lel a l’observat en els processos inflamatoris, un procés finament regulat que 
consta de tres fases. En primer lloc, els leucòcits circulants interaccionen dèbilment 
amb les cèl·lules endotelials mitjançant un moviment de rodament o rolling al llarg de la 
paret de les vènules. Aquest fenomen de rodament és transitori i  reversible, però si es 
produeix una activació dels leucòcits per l’acció de mediadors inflamatoris locals, els 
leucòcits activats s’adheriran fermament a la cèl·lula endotelial i finalment migraran a 
través de les unions intercel·lulars cap a l’espai intersticial (Springer TA, 1994) (Figura 
6). Cadascuna d’aquestes etapes està regulada per uns determinats receptors de 
membrana coneguts com molècules d’adhesió, que s’expressen a la superfície del 
neutròfil i de la cèl·lula endotelial. 
 
 
 
 
Integrines β2   β 2   
Lligand de les  selectines 
PECAM-1 
VCAM-1
MAdCAM -1
Selectines 
Integrines β1 α 4   
ICAM-1
RODAMENT ADHESIÓ MIGRACIÓ 
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Figura 6. Esquema de la resposta immunitària a nivell del teixit tumoral. Inicialment els 
leucòcits roden per la paret vascular per l’expressió de les molècules d’adhesió de la 
família de les selectines (L-, P- i E-selectines) i els seus corresponents lligands. 
Posteriorment, part dels leucòcits en rodament s’adhereixen i migren gràcies a l’acció 
d’immunoglobulines endotelials (ICAM-1, VCAM-1 i PECAM-1) i els seus 
contrareceptors, les integrines leucocitàries β1 o β2. 
 
Per tal d’iniciar les interaccions adhesives amb l’endoteli, les cèl·lules circulants 
han de realitzar un moviment de desplaçament des de la part central del flux vascular 
cap a la paret (Granger DN, 1994). Aquest desplaçament dels leucòcits es troba 
afavorida per les interaccions hidrodinàmiques amb els glòbuls vermells (Schmid-
Schönbein GW, 1980). El rodament leucocitari es considera el resultat d’interaccions 
adhesives dèbils (baixa afinitat) que són suficients per a contrarestar les forces de 
dispersió (shear stress). Malgrat la velocitat del rodament leucocitari és proporcional al 
shear stress, aquesta dèbil activació leucocitària va acompanyada d’una reducció de la 
velocitat de rodament (Smith CW, 1989).  
A l’actualitat, és ben conegut que les selectines i la integrina α4 (Berlin C, 1995; 
Panés J, 1998a) amb els seus corresponents lligands intervenen en el fenomen de 
rodament leucocitari. En funció del lloc on s’expressin, es distingeixen tres tipus de 
selectines: L-selectina, que està present a la membrana leucocitària; P-selectina, 
present a la cèl·lula endotelial i a les plaquetes; i E-selectina,  que s’expressa únicament 
a la cèl·lula endotelial (Tedder TF, 1995). Els  principals lligands de les selectines són 
els tetrasacàrids sialil-Lewis X i sialil-Lewis A, que són capaços d’unir-se al domini 
lectina comú a totes les selectines (Laskly LA,1992). 
La molècula L-selectina s’expressa a la majoria de neutròfils, monòcits i 
eosinòfils. L-selectina s’ha implicat en la unió dels neutròfils a les cèl·lules endotelials 
activades però no a les cèl·lules quiescents, indicant que el lligant no s’expressa 
normalment a nivell de la cèl·lula endotelial (Jutila MA, 1989). La unió mediada per L-
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selectina no requereix l’activació prèvia dels leucòcits. En aquest sentit, l’activació dels 
neutròfils per part de mediadors inflamatoris o citoquines resulta en una disminució de 
l’expressió de L-selectina a la membrana plasmàtica (Kishimoto TK, 1989). La molècula 
P-selectina se sintetitza de forma constitutiva a les cèl·lules endotelials i a les plaquetes, 
i s’emmagatzema en els cossos de Weibel-Palade i en els grànuls alfa, respectivament 
(McEver RP, 1991). P-selectina es distribueix en pocs minuts per la superfície cel·lular 
de les plaquetes i de les cèl·lules endotelials en resposta a un estímul, com per exemple 
la histamina, la trombina o els radicals de l’oxigen (Geng JG, 1990). També pot ser 
regulada a nivell transcripcional en resposta a estímuls com l’endotoxina o el factor de 
necrosi tumoral α (Sanders WE, 1992). L’estimulació de la circulació gastrointestinal 
amb lipopolisacàrid (LPS) resulta en un augment de P-selectina que perdura durant 
vàries hores (Issekutz AC, 1993). Finalment, E-selectina no es troba expressada en la 
superfície de les cèl·lules endotelials no activades, però és estimulada de manera 
trancripcional per diverses citoquines com interlequina-1, TNF-α i LPS (Fries JW, 1993). 
Els fenòmens d’adhesió leucocitària són dependents d’un grup de molècules 
diferents de les selectines. Un dels grups és la família de les immunoglobulines presents 
majoritàriament a la membrana endotelial i que inclouen diferents molècules d’adhesió 
com les molècules d’adhesió intercel·lular 1 i 2 (ICAM-1 i ICAM-2), la molècula d’adhesió 
vascular (VCAM-1), la molècula d’adhesió plaqueta-cèl·lula endotelial (PECAM-1) i la 
molècula d’adhesió cel·lular dirigida contra mucosa (Mad-CAM-1). Un altre grup està 
constituït per les integrines leucocitàries que són els lligants més comuns de les 
immunoglobulines endotelials. Les integrines leucocitàries són proteïnes 
heterodimèriques formades per dos subunitats α i β associades per enllaços no 
covalents. Es coneixen fins a tretze integrines diferents en funció de les subunitats que 
les conformen. En els neutròfils, s’expressen només un tipus determinat d’integrines, en 
les quals la subunitat β és coneguda com CD18 i està unida a una de les tres subunitats 
α designades com CD11a, CD11b o CD11c. El CD11a/CD18 s’expressa 
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fonamentalment a la superfície dels neutròfils interaccionant amb ICAM-1 i ICAM-2 a la 
cèl·lula endotelial i promovent l’adhesió leucocitària (van de Stolpe A, 1996). El 
CD11b/CD18 és un altre membre de la família de les integrines leucocitàries i actua com 
a  receptor de la molècula ICAM-1. L’acoblament de les dues proteïnes de membrana 
determina l’adhesió de neutròfils a la paret vascular i la seva posterior migració en molts 
models inflamatoris.  
ICAM-1 i VCAM-1 juguen un important paper en l’adhesió ferma dels leucòcits a 
la cèl·lula endotelial en diferents tipus de processos inflamatoris aguts i crònics (Elizalde 
I, 1997; Sans M, 1999). ICAM-1 es troba basalment expressada en els leucòcits, 
fibroblasts, cèl·lules epitelials i endotelials. L’activació endotelial amb citoquines o LPS 
indueix un increment en la seva expressió. No obstant, l’expressió en els diferents llits 
vasculars és molt heterogènia (Panés J, 1996). La rellevança fisiològica de la regulació 
d’ICAM-1 a la cèl·lula endotelial queda demostrada pel fet que l’increment de l’expressió 
d’ICAM-1 s’associa generalment als màxims nivells d’adhesió leucocitària (Farhood A, 
1995). VCAM-1 és una altra molècula d’adhesió endotelial amb una expressió 
constitutiva en les cèl·lules endotelials inferior a la d’ICAM-1, però que es veu 
intensament estimulada per citoquines i LPS (Neish AS, 1995).  VCAM-1 és un 
important modulador del reclutament de limfòcits i monòcits. La integrina α4β1 és el 
lligant del VCAM-1 i s’expressa a les cèl·lules mononuclears i als neutròfils activats 
(Elices MJ, 1990). 
 
3.5.2. Interacció leucòcit-endoteli en el càncer colorectal experimental 
El procés de reclutament leucocitari ha estat parcialment estudiat amb 
tècniques de microscopia intravital en diversos models de càncer experimental. En un 
model de rata amb implantació d’adenocarcinoma mamari, Ning et al van comprovar 
que tant en condicions basals com després de l’administració d’estímuls inflamatoris 
(fMLP, LPS o TNF-α), el grau d’interacció leucòcit-endoteli en el teixit tumoral era 
inferior en relació al teixit no tumoral. Tanmateix, en aquest estudi es va comprovar 
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que aquesta disminució no podia ser atribuïble al major shear stress a nivell dels vasos 
tumorals (Ning Z, 1992). Resultats similars es van obtenir en un model murí 
d’angiogènesi tumoral, observant-se una disminució del reclutament leucocitari en la 
vasculatura de dos tumors diferents (adenocarcinoma de mama i astrocitoma humà) 
en relació a la vasculatura normal. Malgrat l’estímul amb TNF-α va induir un augment 
del fenomen de rodament a nivell tumoral, de nou aquest increment va ésser inferior a 
l’observat en la neovasculatura del tumor (Fukumara D, 1995). En aquests dos estudis 
no es van caracteritzar els fenòmens d’adhesió ni les molècules d’adhesió 
responsables de la deficient interacció leucòcit-endoteli. Finalment, un estudi recent en 
un model de carcinoma pulmonar (Lewis lung carcinoma) va confirmar la manca de 
interacció o rodament dels leucòcits en els vasos neoformats en condicions basals 
respecte les vènules normals. Per altra banda, aquest estudi va confirmar la capacitat 
de la neovasculatura tumoral d’expressar E- i P-selectina davant un estímul depenent 
de LPS. Per últim, es va observar que l’increment del rodament a nivell de la 
neovasculatura tumoral no era suficient per a establir una adhesió ferma i posterior 
migració leucocitària, requerint l’administració addicional d’un potent mediador 
quemotàctic i pro-inflamatori (Borgström P, 1997). Per tal d’explicar la deficient 
interacció leucòcit-endoteli en aquests models tumorals experimentals es va suggerir 
que existia un dèficit de l’expressió de les principals molècules d’adhesió a nivell de la 
microcirculació tumoral, fet que no es va estudiar en cap dels models experimentals 
esmentats. 
 
3.5.3. Quantificació de l’expressió de molècules d’adhesió endotelial en el teixit tumoral 
Fins al moment, la quantificació de les molècules d’adhesió s’havia efectuat 
mitjançant tècniques immunohistoquímiques (Kuzu I, 1993) i citofluoromètriques (Piali 
L, 1995), el que comportava resultants heterogenis i controvertits. Aquest fet ve donat 
per limitacions tècniques en la quantificació de molècules amb una alta (ICAM-1) o  
baixa (VCAM-1) expressió constitutiva (Kuzu I, 1993; Zocchi MR, 1993; Silber A, 
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1994). Així, amb l’ús de tècniques immunohistoquímiques, s’han descrit increments en 
l’expressió de diferents molècules d’adhesió (ICAM-1, ICAM-2, PECAM-1,  P- i E-
selectina) en el càncer de mama (Fox SB, 1995), en el carcinoma de cèl·lules petites 
pulmonars (Staal-van den Brekel AJ, 1996), en hemangiomes (Kraling BM, 1996) i, 
finalment, d’ICAM-1, VCAM-1 i E-selectina en el CCR (Nelson H, 1994; Ye C, 1995; 
Maurer CA, 1998). Contràriament, s’ha descrit una deficient expressió de VCAM-1 en 
el melanoma i el càncer de pulmó (Renkonen R, 1992), d’ICAM-1 (Griffioen A.W., 
1996) i CD34 (Hellwig S, 1997) en el carcinoma renal, i d’E-selectina (Berger R, 1993) i 
VCAM-1 (Piali L, 1995) en el melanoma. La complexitat en la determinació de 
l’expressió de molecules d’adhesió endotelial en els vasos neoformats queda patent en 
estudis recents on s’impliquen factors angiogènics en la modulació d’aquestes 
glicoproteïnes adhesives (Griffionen AW, 1996b; Melder RJ, 1996). Una altra limitació 
de les tècniques emprades fins a l’actualitat és la impossibilitat d’aportar un resultat 
quantitatiu que permeti establir comparacions entre l’expressió basal i estimulada de 
les diferents molècules d’adhesió a nivell tumoral respecte els llits vasculars no 
tumorals. La disponibilitat d’aquesta informació podria ajudar a entendre els 
mecanismes responsables de l’alteració del tràfic leucocitari a nivell tumoral. 
Recentment, s’ha desenvolupat una tècnica quantitativa per a mesurar 
l’expressió de diferents molècules d’adhesió en diferents llits vasculars mitjançant l’ús 
d’anticossos monoclonals marcats radioactivament (Panés J, 1995; Elizalde I, 1997; 
Panés J, 1998b; Sans M, 1999; Vallien G, 2000). Aquesta tècnica s’ha utilitzat per a 
mesurar l’expressió de P- i E-selectina (Eppihimer MJ, 1997), ICAM-1 i VCAM-1 
(Henninger DD, 1997), tant en condicions basals com després d’estímuls pro-
inflamatoris. Amb aquesta tècnica, Langley RR et al. van quantificar l’expressió de 
molècules d’adhesió en un model de tumor sòlid (Langley RR, 1999), confirmant que el 
teixit tumoral era capaç d’expressar les principals molècules d’adhesió implicades en el 
reclutament leucocitari. 
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3.5.4. Participació dels productes derivats del tumor en els fenòmens de reclutament 
leucocitari 
En el procés de creixement i progressió tumoral, hi intervenen múltiples factors 
produïts tant pel propi hoste com per les cèl·lules tumorals. Entre aquests mediadors 
tumorals, els més atractius en relació a la seva potencial implicació en els fenòmens 
de reclutament leucocitari són l’antigen càrcino-embrionari (CEA), l’òxid nítric (NO), els 
productes derivats del metabolisme de la ciclooxigenasa (COX) i el factor de 
creixement transformant beta (TGF-β). 
La concentració sèrica de CEA constitueix un dels marcadors tumorals més 
emprats en la valoració clínica dels pacients amb CCR pel seu valor pronòstic 
(Wanebo HJ, 1978; Castells A, 1998). Així, la detecció de nivells elevats s’associa a 
una menor supervivència. Aquesta molècula va ser descrita inicialment com una 
glicoproteïna onco-fetal. Estudis recents han demostrat que es tracta d’una molècula 
d’adhesió que pertany a la superfamília de les immunoglobulines amb importants 
funcions en el període d’embriogènesis i desenvolupament tumoral (Benchimol S, 
1989), i potencialment implicada en el procés d’invasió tumoral (Jessup JM, 1988) i 
metàstasi (Hostetter RB, 1990). Les cèl·lules colòniques malignes poden expressar 
nivells de CEA de l’ordre de 10-100 vegades superiors respecte al teixit colònic no 
tumoral (Bresalier R, 1994) i amb un patró de distribució diferent. Així, mentre els 
colonòcits normals expressen CEA a la superfície apical, la molècula es distribueix 
uniformement a les cèl·lules tumorals. 
 La línia cel·lular HT-29 (adenocarcinoma humà colònic) presenta un grau de 
diferenciació moderat i posseeix capacitat per expressar CEA, una característica que 
s’ha emprat per a la monitorització de la resposta a diversos tractament quimioteràpics 
(Soletormos G, 1997; Eckert K, 1997). Estudis recents suggereixen que la producció 
de CEA per part de la cèl·lula tumoral pot ser un dels mecanismes d’escapament del 
sistema de immunovigilància. La fracció soluble de CEA inhibeix de manera dràstica i 
dosi-dependent l’activitat citotòxica de les cèl·lules LAK (lymphocyte activated killer) en 
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front de les cèl·lules colòniques tumorals (Kammerer R, 1994). Alhora, l’expressió de 
CEA, al igual que la de LFA-3 i ICAM-1, s’ha relacionat amb una elevada lisabilitat 
limfocitària (Rivoltini L, 1991). Per últim, en un estudi recent, l’administració de 
diferents anticossos contra les principals molècules d’adhesió (LFA-3, CD13, CD15, 
VLA-4, CD44v6) va bloquejar in vitro l’adhesió de limfòcits activats a cèl·lules de la 
línia HT-29 en cultiu, mentre que els anticossos monoclonals anti-CEA van estimular-la 
(Grüngberg E, 1998).   
Totes aquestes dades suggereixen que el CEA podria jugar un paper 
fonamental en els fenòmens de reclutament leucocitari a nivell tumoral en el CCR. En 
aquest sentit, la hipòtesi de treball és que l’augment de l’expressió de CEA a nivell de 
la microcirculació tumoral podria ser el responsable del bloqueig funcional de les 
selectines en aquesta localització. Per tant, l’administració d’un anticòs bloquejant 
dirigit contra la molècula del CEA podria revertir l’absència d’interaccions leucòcit-
endoteli a nivell de la microcirculació tumoral i restaurar els mecanismes de vigilància 
immunològica antitumoral. 
 
La constatació en múltiples estudis experimentals i clínics de la existència de 
nivells elevats de prostaglandines en el tracte gastrointestinal i, de manera notòria, en 
el teixit tumoral ha despertat gran interès sobre la importància d’aquestes molècules i 
el seu metabolisme en els fenòmens de creixement neoplàstic (Eberhart CE, 1995). La 
síntesi de prostaglandines s’efectua a través de l’enzim ciclooxigenasa (COX) i, a la 
actualitat, existeixen evidències sòlides que recolzen la seva participació en la biologia 
tumoral (Taketo M, 1998; Bessa X, 2000a). Múltiples estudis han demostrat que la 
expressió de COX-2 es troba augmentada en pacients amb CCR i que la seva 
expressió s’associa amb un major potencial metastàtic (Eberhart CE, 1994; Tsuji M, 
1997; Chen W-S, 2001). 
COX és l’enzim responsable del metabolisme de l’àcid araquidònic i la seva 
conversió a prostaglandina H2, precursora dels prostanoids (PGD2, PGE2, PGF2α, PGI2 
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i TXA2). Recentment, s’han descrit  dues isoformes, COX-1 i COX-2, amb una 
homologia del 60%, i amb una afinitat i capacitat per convertir l’àcid araquidònic a 
PGH2 similar (Hia T, 1992; Famaey J.P, 1997). Els principals trets diferencials entre les 
dues isoenzimes són la seva regulació i distribució d’expressió. La isoforma COX-1 
s’expressa de manera constitutiva en pràcticament tots els teixits de l’organisme. Se li 
atribueix un paper regulador en l’homeostasi fisiològica dels diferents òrgans o teixits, 
incloent-hi la citoprotecció gàstrica, la vasodilatació a nivell renal i la  producció de 
prostanoids proagregants i tromboxà en plaquetes (Dubois RN, 1998). Contràriament, 
la isoforma COX-2 és induïble, pràcticament indetectable en la majoria de teixits en 
condiciones basals, encara que la seva expressió pot augmentar de 10 a 80 vegades 
en resposta a estímuls inflamatoris, citoquines, factors de creixement i mitògens. 
Diverses evidències experimentals suggereixen la participació de COX en 
diverses etapes de la biologia tumoral com l’activació de carcinògens químics, la 
proliferació cel·lular, l’apoptosis, la angiogènesis i la vigilància immunològica (Shif SJ, 
1997) (Figura 7).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Esquema de la participació de ciclooxigenasa en la biologia tumoral. 
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La inactivació de carcinògens químics per part dels antiinflamatoris no 
esteroïdals (AINEs) es deu a la seva capacitat inhibidora d’ambdues isoformes de 
COX. Aquest enzim pot estimular directament la generació de substàncies com el 
malondialdehid, un conegut mitogen i carcinogen, o la formació de radicals peròxid, els 
quals poden activar a la vegada diversos procarcinògens. En aquest sentit, s’ha 
demostrat que carcinògens químics com els derivats dels hidrocarburs aromàtics 
policíclics, les amines aromàtiques i les amines heterocícliques són transformats a 
metabòlits mutàgens en reaccions mediades per COX-2 (Eling TE, 1990).  
Els AINEs inhibeixen la divisió cel·lular i alteren les fases del cicle cel·lular en 
cultius de cèl·lules tumorals colòniques, afavorint la seva quiescència (Shiff SJ, 1995). 
Així mateix, indometacina i altres AINEs han demostrat ser potents inhibidors de  la 
síntesi d’ADN, de l’acumulació d’adenosines cícliques, de la síntesi de factors de 
creixement en resposta a promotors tumorals, i de la progressió del cicle cel·lular 
(Hixson LJ, 1994). Una gran varietat d’AINEs, que inclou sulindac, aspirina, 
indometacina, naproxè i piroxicam, són capaços d’induir apoptosi en cultius cel·lulars 
de línies tumorals colòniques (Tsuji M, 1995;Quiao L, 1998; Agarwal B, 1999). No 
obstant, el mecanisme a través del qual els AINEs exerceixen aquest efecte 
proapoptòtic és controvertit. En aquest sentit, s’ha demostrat que l’àcid acetil salicílic  i 
sulindac no afecten de manera apreciable l’activitat catalítica de COX, el que suggereix 
que aquests enzims no participen en l’apoptosi induïda pels AINEs (Piazza GA, 1995).  
COX participa també a l’angiogènesi induïda per les cèl·lules carcinomatoses 
colòniques. El mecanisme de regulació és doble. Per una banda, la isoforma COX-2 
modula la producció de factors angiogènics en les cèl·lules tumorals, mentre que, per 
altra, COX-1 regula l’angiogènesi a nivell de les cèl·lules endotelials (Tsujii M, 1998; 
Zimmermann KC, 1999). 
En relació als mecanismes de defensa immunològica i el paper dels productes 
derivats de COX, és conegut que les molècules de la classe HLA I i II juguen un paper 
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preponderant en la presentació dels antígens als limfòcits T. En els teixits neoplàstics 
s’ha constatat un dèficit en l’expressió de molècules de la classe HLA I i II, fenomen 
que afavoriria l’evasió de la cèl·lula tumoral dels sistemes de vigilància immunològica. 
En línies cel·lulars d’adenocarcinoma colònic s’ha observat que la presència de nivells 
elevats de PGE2 indueix una reducció de l’expressió de molècules HLA II (Arvind P, 
1995). No obstant, els estudis sobre la participació dels mecanismes de defensa 
immunològica en l’efecte antitumoral dels AINEs ha ofert resultats aparentment 
contradictoris. Així, ha sigut possible demostrar una resposta antitumoral induïda per 
indometacina independent de l’estimulació de les cèl·lules natural killer (Cvetkovska E, 
1997).   
El potencial paper dels productes derivats de COX en els fenòmens de 
reclutament leucocitari en el CCR deriva d’estudis de microscopia intravital en altres 
models animals (Kurose I, 1996). En vènules mesentèriques de rates s’ha observat un 
augment del fenomen d’adhesió leucocitària després de l’administració d’aspirina 
(Asako H, 1992a) o indometacina (Asako H, 1992b), suggerint un paper cabdal dels 
metabòlits de COX en el reclutament leucocitari. Així doncs, donat que a nivell tumoral 
existeix un marcat increment de producció d’aquests productes derivats, l’administració 
d’inhibidors d’aquest enzim podria afavorir els fenòmens de reclutament leucocitari. 
 
En els darrers anys, s’han aconseguit grans avenços en el coneixement de la 
biologia de l’òxid nítric (NO) i el seu paper clau en la fisiologia i fisiopatologia del 
sistema vascular (Nathan C, 1994). El NO és sintetitzat per l’enzim sintasa de l’òxid 
nítric (NOS) a partir del terminal guanidino de l’aminoàcid no essencial L-arginina. 
S’han identificat tres isoformes de NOS, dues constitutives (cNOS), presents a 
l’endoteli vascular (també coneguda com NOS III o eNOs) i el teixit neuronal (NOS I o 
nNOS), i una induïble (iNOS o NOS II), expressada a les cèl·lules del sistema immune, 
cèl·lules endotelials o cèl·lules musculars llises en resposta a diferents estímuls 
(Lowenstein, 1994). La síntesi de NO pot ésser inhibida amb l’administració exògena 
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d’anàlegs de la L-arginina que actuen de forma competitiva sobre les isoformes 
constitutives i induïbles de NOS. Els agents més habitualment emprats són L-NG-
monometil-arginina (L-NMMA) i NG-nitro-arginina-metil ester (L-NAME), els quals són 
inhibidors no selectius, mentre que aminoguanidina inhibeix preferentment la forma 
iNOS (Misko, 1993). 
NO també participa de manera molt destacada en la biologia tumoral. Així, 
múltiples estudis han demostrat una excessiva producció de NO en tumors sòlids 
(Buttery LD, 1993; Doi K, 1996; Takahashi M, 1997; Ambs S, 1998). El creixement 
tumoral es troba regulat per les interaccions entre les cèl·lules endotelials de la 
neovasculatura tumoral, les cèl·lules del sistema immune (limfòcits T i macròfags) i la 
pròpia cèl·lula tumoral. A tots aquests nivells, NO, ja sigui com a molècula missatgera 
o com citotoxina, té un paper clau. La participació de NO en el creixement tumoral és 
complexa i, almenys, dual (Jenkins DC, 1995). Per una banda, NO, a través del seu 
conegut efecte vasodilatador, afavoreix el manteniment del flux sanguini i l’aport de 
nutrients a nivell tumoral (Shan SQ, 1997) i, en conseqüència, afavoreix el creixement 
del tumor (Buttery LD 1993). Per altra banda, els nivells elevats de NO tenen efectes 
inhibitoris sobre la cadena respiratòria mitocondrial, el cicle de l’àcid cítric, la glicòlisi, i 
els mecanismes de reparació del DNA (Wink DA, 1998). Nivells elevats de ROS 
(reactive oxigen species), alliberats com a conseqüència d’interaccions amb cèl·lules 
del sistema immune o degut a la hipòxia tissular tumoral, poden incrementar aquests 
efectes inhibitoris a través de la generació de components més tòxics, com peroxinitrit 
(ONOO-). Tanmateix, estudis in vitro han demostrat la capacitat de la cèl·lula tumoral 
d’inhibir l’expressió de NO induïda per citoquines (Murata J, 1994).  
Aquesta dualitat en l’efecte del NO sobre el creixement tumoral també es veu 
reflectida en el procés de disseminació metastàtica. Malgrat s’ha demostrat que NO a 
concentracions elevades pot ésser citotòxic, l’administració d’inhibidors de NOS ha 
demostrat posseir capacitat per a reduir el creixement tumoral (Orucevic A, 1996) i la 
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disseminació metastàtica (Yamamoto T, 1994; Yamamoto T, 1998) en diferents 
models experimentals. 
Mentre el paper de NO a l’hemodinàmica de la microcirculació tumoral ha estat 
ben caracteritzat, únicament existeix un estudi que avalua el seu efecte en el 
reclutament leucocitari a aquest nivell (Fukumura D, 1997). Aquest estudi demostra un 
augment de les interaccions leucòcit-endoteli en la microcirculació tumoral després de 
l’administració d’un inhibidor no selectiu de NOS (L-NAME), a dosis molt elevades i 
amb significativa repercussió sistèmica. Amb aquests resultats, els autors especulen 
que la deficient interacció pot ésser deguda a un dèficit d’expressió de determinades 
molècules d’adhesió, i que l’administració d’un inhibidor de NO podria revertir aquest 
fenomen. 
 
El factor de creixement transformant-β (TGF-β) és una superfamília de 
polipèptids (TGF-β1, TGF-β2, TGF-β3) multifuncionals  que controlen el creixement i la 
diferenciació cel·lular (Massagué J, 1990). TGF-β pot promoure l’angiogènesis i actuar, 
alhora, com a potent factor immunosupressor inhibint la proliferació de les cèl·lules 
progenitors a nivell del moll de l’os, de les línies de cèl·lules T i B, així com les seves 
funcions, que inclou la síntesi d’immunoglobulines, la citotoxicitat natural killer i la 
citotoxicitat de cèl·lules T (Wahl SM, 1989). A més, TGF-β és capaç d’inhibir una 
varietat de respostes immunes com l’habilitat proliferativa dels limfòcits T en resposta a 
citoquines, la generació de limfòcits citotòxics tumor-específics, l’expressió d’IFN-γ 
induïda per IL-12 i la secreció de TNF-α. (Tada T, 1991; Ortaldo JR, 1991;Fox FE, 
1993; Lagadec P, 1996).  
En estudis in vitro s’ha observat un augment de la transcripció del gen TGF-β1  
en línies cel·lulars de CCR (Anzano MA, 1989). Així mateix, en pacients amb aquesta 
neoplàsia s’ha observat un augment dels nivells de TGF-β1, el qual s’ha correlacionat 
amb l’estadi tumoral i el pronòstic (Tsushima H, 1996). Paral·lelament, TGF-β ha estat 
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també implicat en la progressió tumoral i la disseminació metastàtica en múltiples 
models de CCR experimental (Torre-Amine G, 1990; Welch DR, 1990; Mooradian DL, 
1992; Lagadec P, 1996; Hojo M, 1999). 
La participació de TGF-β1 en els fenòmens d’adhesió leucocitària ha estat 
establerta tant per estudis in vitro com en animals d’experimentació. En estudis in vitro 
s’ha observat que TGF-β1 inhibeix l’adhesió dels limfòcits T a l’endoteli tant no 
estimulat com després de l’administració de TNF-α i IL-1β (Gamble JR, 1988; Gamble 
JR, 1991). Estudis posteriors dels mateixos autors (Gamble JR, 1993) han suggerit 
que la inhibició de l’adhesió produïda per TGF-β era deguda a una disminució de 
l’expressió d’E-selectina, mentre que TGF-β no modificava l’expressió d’ICAM-1 i 
VCAM-1. Finalment, estudis in vivo en un model animal de càncer de bufeta biliar ha 
demostrat que TGF-β produït pel tumor disminuïa els fenòmens d’interacció leucòcit-
endoteli, fenomen que revertia amb l’administració d’un anticòs monoclonal contra 
TGF-β (Gohongi T, 1999). 
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3.6. Detecció i importància clínica de la malaltia mínima residual  
 
El pronòstic dels pacients en els que no hi ha evidència clínica de metàstasi 
està determinat per diverses característiques pròpies del tumor primari (mida, 
profunditat de l’afectació, afectació ganglionar, etc.) (Beahrs OH,1993). En base a 
aquests paràmetres és possible fer una estimació de la probabilitat de recurrència i de 
supervivència, la qual cosa permet establir la conveniència d’efectuar algun tractament 
complementari a la cirurgia per tal de minimitzar el risc de disseminació metastàtica. 
Tanmateix, aquests paràmetres no són suficientment acurats per a predir el pronòstic 
d’un determinat malalt de manera individualitzada.  
De l’esmentat prèviament se’n deriva la necessitat d’identificar nous indicadors 
pronòstic amb una major capacitat predictora. Una d’aquestes aproximacions 
contempla la determinació de la manifestació més precoç del procés de disseminació 
tumoral, la malaltia mínima residual. Aquest concepte inclou tant la presència de 
cèl·lules neoplàstiques circulants com la detecció de micrometàstasis a nivell de 
ganglis limfàtics o en el moll de l’ós. La detecció de malaltia mínima residual ha 
suposat un pas cabdal en la recerca oncològica ja que la disseminació precoç de la 
cèl·lula tumoral és el principal responsable de la recidiva a distancia.  
La presència de metàstasis en els ganglis limfàtics regionals és un dels 
principals factors de risc en els pacients amb neoplàsies sòlides quan no existeix 
evidència de metàstasi a distància. No obstant, l’examen histològic simple pot 
infraestimar l’afectació neoplàstica real a aquest nivell (Gusterson B, 1990). Per tal 
d’incrementar el rendiment diagnòstic de histologia convencional, s’han emprat 
tècniques immunohistoquímiques. Aquesta aproximació ha permès la detecció de 
cèl·lules neoplàstiques a nivell dels gànglis limfàtics regionals i en el moll de l’ós en 
diverses neoplàsies (Pantel K, 1996; Jauch KW, 1996; Braun S, 2000), entre elles el 
CCR (Lindeman F, 1992; O’Sullivan GC, 1995; O’Sullivan GC, 1997). A més, ha sigut 
possible demostrar que la seva detecció té implicacions pronòstiques evidents, ja que 
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la seva presència empobreix el pronòstic d’aquests pacients (Hayashi N,1995; Liefers 
GJ, 1998). 
Independentment de la detecció de micrometàstasis a nivell ganglionar i en el 
moll de l'ós, en els darrers anys ha existit un creixent interès en la detecció de cèl·lules 
neoplàstiques circulants en pacients amb neoplàsies sòlides, com a marcador de 
disseminació precoç del tumor. Una de les primeres tècniques emprades per a la seva 
detecció va ésser la tinció citoquímica d’una extensió de sang perifèrica (Pool EH, 
1994). Aquesta tècnica posseïa una sensibilitat d’una cèl·lula tumoral en 102 cèl·lules 
no tumorals. Posteriorment, es van desenvolupar tècniques immuno-citoquímiques que 
permetien la detecció d’una cèl·lula tumoral en 105 cèl·lules no tumorals (Osborne M, 
1991; Leather AJM,1993). Finalment, un altre mètode desenvolupat ha estat la 
utilització de tècniques de citometria de flux després d’un marcatge immunohistoquímic 
fluorescent (Gross H,1995). 
Tanmateix, no ha estat fins el desenvolupament de tècniques de biologia 
molecular basades en l’amplificació dels àcids nucleics amb ajuda de la reacció en 
cadena de la polimerasa (PCR) que s’ha donat un pas definitiu en la detecció de la 
malaltia mínima residual, ja siguin micrometàstasis o cèl·lules neoplàstiques circulants. 
Aquestes tècniques han permès una sensibilitat d’una cèl·lula tumoral en 107 cèl·lules 
no tumorals (Pantel K, 1996; Zippelius A, 1997). Amb aquestes tècniques ha estat 
possible detectar micrometàstasis a nivell de ganglis limfàtics o del moll de l’os en 
pacients amb melanoma (Ghossein RA, 1998), càncer de pròstata (Wood DP, 1997), 
càncer de mama (Noguchi S, 1996) i CCR (Gerhard M, 1994; Hayashi N, 1995; Soeth 
E, 1996; Liefers GJ, 1998). A més, la detecció de micrometàstasi s’ha correlacionat 
amb el pronòstic a llarg termini, amb la qual cosa aquestes tècniques poden ésser 
d’utilitat en el seguiment i tractament d’aquests pacients.  
Per tal d’establir la importància real de la detecció de cèl·lules neoplàstiques a 
sang perifèrica és necessari tenir en compte les característiques del procés de 
disseminació metastàtica. Aquest és un procés complexe, multifactorial i summament 
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ineficient, en el que la circulació de cèl·lules tumorals en el torrent circulatori és un pas 
necessari però no suficient per al desenvolupament final de metàstasis (Liotta LA, 
1991). Evidències experimentals indiquen que menys del 0,01% de les cèl·lules 
tumorals que entren a la circulació sanguínia sobreviuen un temps suficient per a 
donar lloc a un focus metastàsic. D’altra banda, el despreniment cel·lular a nivell del 
tumor primari és un fenomen intermitent i, per altra, les cèl·lules sovint circulen 
agrupades (Liotta LA, 1991; Molnar B, 2001), el que dificulta la seva detecció en una 
determinació de sang perifèrica aïllada.  
Múltiples estudis han demostrat la reproductibilitat i aplicabilitat de la detecció 
de cèl·lules neoplàstiques circulants en pacients amb diferents neoplàsies (Smith B, 
1991; Moreno JG, 1992; Tada M, 1993; Hillaire JE, 1994; Johnson PWH, 1995; Funaki 
NO, 1998a), incloent el CCR (Hardingham JE, 1995; Burchill SA, 1995; Wong LS, 
1995; Jonas S, 1996; Denis MG, 1997; Nakamori S, 1997; Soeth E, 1997; Wyld DK, 
1998; Funaki NO, 1998b). Tanmateix, és important destacar que a la major part 
d’aquests estudis no existeix un grup control ampli (Denis MG, 1997; Nakamori S, 
1997; Wong LS, 1997) o només s’han inclòs pacients amb malaltia metastàtica (Jonas 
et al., 1996), el que impedeix establir apropiadament la seva rendibilitat. 
La rellevança clínica de la detecció de cèl·lules neoplàstiques circulants ha 
estat ben establerta en pacients amb melanoma (Mellado B, 1996) i càncer de pròstata 
(Ghossein RA, 1997), en els que la seva detecció s’associa a un pitjor pronòstic a llarg 
termini. Contràriament, el potencial valor pronòstic d’aquest fenomen en pacients amb 
CCR ha estat insuficientment estudiat, el que ha ocasionat resultats sovint 
contradictoris. Mentre un estudi emprant com a marcador de cèl·lula tumoral la 
detecció de citoqueratina 20 (CK-20) no va confirmar cap relació amb la progressió o 
supervivència (Wyld DK, 1998), altres estudis han aportat resultats contraris. 
Yamaguchi et al. (Yamaguchi K, 1999), en pacients amb CCR operats amb 
presumpció curativa, va demostrar que únicament la detecció de cèl·lules 
neoplàstiques a sang provinent de les venes de drenatge tumoral s’associava amb una 
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reducció significativa de la supervivència global. Així mateix, Soeth et al. (Soeth E, 
1997) van confirmar el valor pronòstic de la detecció de micrometàstasi al moll de l’ós, 
ja que els pacients amb determinació positiva de CK-20 a sang perifèrica i a la 
medul·la, o únicament a aquest darrer territori tenien una supervivència inferior en 
relació als individus amb determinació negativa a ambdues mostres. No obstant, 
aquest estudi no va aportar dades referents exclusivament a la detecció a sang 
perifèrica, fet que no permet extreure conclusions definitives. Amb una aproximació 
metodològica diferent, basada en la detecció de mutacions del gen KRAS mitjançant 
tècniques de immunobead-PCR, Hardingham et al. van suggerir que la seva presència 
s’associa a una disminució de la probabilitat de supervivència lliure de malaltia en 
pacients amb CCR operats amb finalitat radical (Hardingham JE, 1995). 
Tres estudis han suggerit el valor pronòstic de la detecció selectiva de cèl·lules 
neoplàstiques a sang perifèrica mitjançant tècniques de RT-PCR en pacients amb 
CCR. Funaki et al. (Funaki NO, 1998b) van suggerir que la detecció a sang perifèrica 
de ARNm per a CK-20 podia ésser útil com a marcador de recurrència tumoral. No 
obstant, l’anàlisi es va efectuar en un grup reduït de pacients, amb un seguiment 
escàs, i únicament es va avaluar la recidiva locoregional, on aparentment la 
mobilització tumoral no té un paper rellevant. Taniguchi et al. (Taniguchi T, 2000), en 
un grup de pacients seguits durant 9-30 mesos, va concloure que la supervivència 
lliure de malaltia en pacients amb determinació negativa de ARNm per a CEA a les 
venes de drenatge tumoral o a sang perifèrica era significativament superior que en els 
pacients amb una determinació positiva a qualsevol de les dues mostres. Més 
recentment, Fujita et al. (Fujita S, 2001) no ha observat cap relació entre la presència 
de cèl·lules tumorals a sang perifèrica i l’estadi tumoral, emprant tècniques de RT-PCR 
per a CK-19 i CK-20. No obstant, sí que va observar un impacte negatiu en la 
supervivència dels pacients amb determinació positiva. De nou, el nombre reduït de 
malalts inclosos, l’escàs temps de seguiment i la manca d’ajustament dels resultats en 
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base a l’estadi tumoral no permet extreure’n conclusions definitives de la rellevança 
clínica d’aquest fenomen.  
Independentment del valor pronòstic de la detecció basal de cèl·lules 
neoplàstiques a sang perifèrica, diversos estudis que avaluen longitudinalment la seva 
presència abans i després de la cirurgia, indiquen que la cirurgia pot afavorir el 
despreniment i la mobilització cel·lular (Weitz J, 1998; Weitz J, 1998; Hayashi N, 1999; 
Sales JP, 1999) al mateix temps que ocasionar un aclariment d’aquestes cèl·lules a 
nivell perifèric (Patel H, 2002). Aquestes dades suggereixen que la detecció 
postoperatòria de cèl·lules neoplàstiques circulants pot reflectir la persistència de 
malaltia neoplàstica residual i, per tant, associar-se a un pitjor pronòstic a llarg termini. 
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4. PUBLICACIONS ORIGINALS 
Interacció leucòcit-endoteli i mobilització de cèl·lules neoplàstiques en el  càncer colorectal 
 
 77
Interacció leucòcit-endoteli i mobilització de cèl·lules neoplàstiques en el  càncer colorectal 
 
 78
5. DISCUSSIÓ 
 
La Tesi Doctoral “Interacció leucòcit-endoteli i mobilització de cèl·lules 
neoplàstiques en el càncer colorectal” ha pretès aprofundir en el coneixement dels 
mecanismes que participen en el creixement, progressió tumoral i disseminació 
metastàtica. A la primera part d’aquest projecte, mitjançant un estudi experimental, 
s’ha caracteritzat la interacció leucòcit-endoteli i els seus determinants moleculars, un 
fenomen clau en el procés de vigilància immunològica davant les cèl·lules 
neoplàstiques. Seguint la seqüència pròpia de la disseminació metastàtica, la segona 
part del projecte ha avaluat la rellevància de detecció de cèl·lules tumorals circulants 
com a marcador de malaltia mínima neoplàstica. 
 El procés de creixement i progressió tumoral depèn de l’equilibri existent entre 
factors que l’estimulen i els que intenten evitar-lo. Entre aquests darrers destaca el 
sistema immunovigilància de l’hoste (Ferrara N, 1991), el qual pretén reconèixer i 
destruir les cèl·lules neoplàstiques. La importància de la immunovigilància ha quedat 
reflectida en diversos estudis experimentals, els quals demostren el seu potencial 
antitumoral (Yu WG, 1997). El desenvolupament de les tècniques de microscopia 
intravital ha suposat una nova aproximació a l’estudi dels fenòmens d’interacció 
leucòcit-endoteli, en els fenòmens de creixement tumoral (Ning Z, 1992; Fukumara D, 
1995; Borgström P, 1997), de manera similar a com s’ha fet en altres situacions com la 
malaltia inflamatòria intestinal (Sans M, 1999) o la infecció per Helicobacter pylori 
(Elizalde I, 1997). 
 En el primer estudi d’aquesta Tesi Doctoral, els fenòmens d’interacció leucòcit-
endoteli es van estudiar en un model heterotòpic de CCR. Aquest model permet el 
creixement tridimensional del teixit tumoral, reproduint amb gran fiabilitat les 
condicions de creixement i expansió habituals en un tumor sòlid, a diferència del que 
passa amb els models clàssics (dorsal skinfold chamber). A més, presenta les 
característiques habituals en relació als vasos tumorals, com són la tortuositat vascular 
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i la presència de comunicacions artèrio-venoses, el que es coneix com chaotic 
microvessels network. La clara distinció entre la microvasculatura normal i la tumoral 
facilita la comparació simultània d’ambdós territoris vasculars. Per últim, una avantatge 
addicional d’aquest model respecte als que utilitzen la dorsal skinfold chamber és que 
no s’incorporen materials extracorporis evitant possibles efectes sobre el creixement i 
la microcirculació tumoral (Lehr HA, 1993).  
La interacció leucòcit-endoteli havia estat parcialment caracteritzada en 
diversos models experimentals que indicaven una deficient interacció a nivell tumoral. 
En un d’aquests estudis, on es va aprofundir en els mecanismes de reclutament 
leucocitari, l’estimulació amb limfotoxina va induir un ràpid increment en els fenòmens 
de rodament dependent de P- i E-selectina. La posterior perfussió amb leucotriè β4 va 
produir una adhesió leucocitària ferma, dependent de β2 integrina (Borgström P, 1997).  
Aquests resultats suggerien que la deficient interacció leucòcit endoteli era produïda 
per la incapacitat del teixit tumoral d’expressar les diferents molècules d’adhesió 
endotelial implicades en aquest fenomen, però aquesta hipòtesis no havia estat 
avaluada. 
 En el nostre model experimental, en primer lloc, es va caracteritzar i estudiar 
els fenòmens de interacció leucòcit-endoteli a la microcirculació tumoral. Així, es va 
confirmar que a nivell tumoral existeix una deficient interacció leucòcit-endoteli, tant pel 
que fa al rodament en condicions basals com a l’adhesió leucocitària post-
administració d’un estímul pro-inflamatori, respecte a la vasculatura no tumoral. Els 
determinants moleculars dels fenòmens de rodament leucocitari només van poder ser 
estudiats a nivell de la microcirculació no tumoral, ja que a nivell de la microcirculació 
del tumor aquests eren pràcticament inexistents. A nivell de la microcirculació no 
tumoral, aquests fenòmens eren dependents de P- i L-selectina, ja que el seu 
immunobloqueig va reduir-los significativament. Contràriament, l’administració 
d’anticossos contra E-selectina no va produir cap efecte.  En condicions basals, els 
fenòmens d’adhesió leucocitària tant a nivell de la microcirculació tumoral com no 
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tumoral eren pràcticament inexistents. No obstant, l’administració de lipopolisacàrid, un 
conegut agent pro-inflamatori, va produir un increment significatiu dels fenòmens 
d’adhesió a ambdós territoris. Novament, aquesta adhesió leucocitària era 
significativament inferior a nivell de la microcirculació tumoral respecte al vasos no 
tumorals. En el mateix model, es va confirmar que aquesta deficient interacció leucòcit-
endoteli (rodament i adhesió) no podia ser explicada per canvis en les forces de 
dispersió (shear stress) a nivell de la microcirculació tumoral, ja que les 
característiques hemodinàmiques a aquest nivell teòricament haurien d’afavorir 
aquests fenòmens. A través d’estudis d’immunobloqueig amb anticossos monoclonals 
específics, es va demostrar que l’adhesió leucocitària tant a nivell de la microcirculació 
tumoral com no tumoral era dependent d’ICAM-1. L’immunobloqueig amb anti-ICAM-1 
va abolir l’adhesió i va restaurar els fenòmens de rodament mentre anti-VCAM-1 no va 
produir cap efecte sobre els fenòmens d’adhesió i rodament leucocitari.  
 Un cop confirmada la deficient interacció leucòcit-endoteli a nivell de la 
microcirculació tumoral es va investigar si aquesta era deguda a una deficient 
expressió de molècules d’adhesió, tal i com s’havia suggerit. Com s’ha esmentat a la 
introducció, fins a l’actualitat, la quantificació de molècules d’adhesió s’havia basat en 
mètodes immunohistoquímics, observant-se resultats heterogenis i freqüentment 
contradictoris (Nelson H, 1994; Ye C, 1995; Piali L, 1995; Griffionen AW, 1996a; 
Hellwig S, 1997; Maurer CA, 1998). En el nostre estudi, l’expressió de les molècules 
d’adhesió es va avaluar mitjançant una tècnica de recent introducció basada en la 
utilització d’anticossos monoclonals contra les diferents molècules d’adhesió (Panés J, 
1995). Aquesta tècnica s’ha demostrat eficaç en la quantificació de molècules 
d’adhesió en diferents territoris vasculars (Panés J, 1998b), incloent la neovasculatura 
tumoral (Langley RR, 1999).  Així, en condicions basals, E-selectina  no s’expressava 
en cap dels territoris avaluats (tumoral i no tumoral). Per contra, P-selectina 
presentava una major expressió en condicions basals a nivell del teixit tumoral. A més, 
després de l’administració de lipopolisacàrid, tant E- com P-selectina presentaven una 
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major expressió a nivell de la microcirculació tumoral. Per tant, aquests resultats 
indicaven que el deficient rodament a nivell de la microcirculació tumoral no podia ser 
explicat per una deficient expressió de les molècules d’adhesió endotelials que hi 
participen (E- i P-selectina). En relació a l’expressió de les molècules d’adhesió 
endotelials implicades en els fenòmens d’adhesió leucocitària, ICAM-1 presentava una 
expressió equivalent tant a nivell de la microcirculació tumoral com no tumoral, ja sigui 
en condicions basals com post-administració de lipopolisacàrid. Contràriament, 
l’expressió de VCAM-1 va ser inferior a nivell de la microcirculació tumoral, tant en 
condicions basals com post-administració de lipopolisacàrid, però la magnitud del 
increment després de l’administració de l’estímul pro-inflamatori va ser similar en 
ambdós territoris. Malgrat tot, dues observacions suggerien que aquesta menor 
expressió de VCAM-1 no era la responsable de la menor interacció a nivell tumoral. En 
primer lloc, l’augment de l’expressió de VCAM-1 induïda per lipopolisacàrid a nivell de 
la microcirculació tumoral no s’acompanyava d’un augment de l’adhesió leucocitària 
paral·lel a l’observat a la microcirculació no tumoral. En segon lloc, més important, la 
immunoneutralització amb VCAM-1 no tenia cap efecte sobre els fenòmens de 
reclutament leucocitari a nivell de la microcirculació tumoral.  Per tant, com a conclusió 
d’aquesta segona part de l’estudi es podia afirmar que, en aquest model experimental, 
la deficient interacció leucòcit-endoteli a nivell de la microcirculació tumoral no podia 
ser explicada per una deficient expressió de les diferents molècules d’adhesió 
endotelial. 
 Els resultats obtinguts suggerien que havia d’existir un mecanisme alternatiu 
responsable del deficient reclutament leucocitari. Una possibilitat era que les pròpies 
cèl·lules tumorals podien ser capaçes de produir substàncies que interferissin en 
aquests fenòmens. Entre aquestes, es van identificar un grup de productes amb un 
major potencial en funció d’evidències indirectes de la seva participació en el 
creixement tumoral i/o en el reclutament leucocitari: l’antigen càrcino-embrionari (CEA) 
(Rivoltini L, 1991; Kammerer R, 1994), els productes derivats de la ciclooxigenasa 
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(COX) (Asako H, 1992a i 1992b; Taketo M, 1998), l’òxid nítric (NO) (Jenkins DC, 1995; 
Fukumara D, 1997) i el factor de creixement transformant beta (TGF-β1) (Lagadec P, 
1996; Hojo M, 1999). 
Malgrat estudis experimentals in vitro havien demostrat que l’immunobloqueig 
del CEA afavoria els fenòmens d’adhesió limfocitària en línies cel·lulars HT-29 
(Grünberg E, 1998), en el nostre model l’administració d’un anticòs contra el CEA va 
produir un augment no selectiu dels fenòmens de rodament leucocitari tant a la 
microcirculació tumoral com no tumoral, el que permetia descartar la participació 
d’aquesta molècula. L’administració d’inhibidors no selectius i selectius de COX 
(indometacina i sc-236, respectivament) no va induir cap canvi en els fenòmens de 
rodament leucocitari a nivell de la microcirculació tumoral. Tanmateix, malgrat el nul 
efecte de l’administració d’una inhibidor selectiu de la isoforma induïble de COX (COX-
2), no es pot descartar d’una manera definitiva la participació d’aquesta molècula ja 
que l’expressió de la proteïna COX-2 a la línia cel·lular HT-29 és molt baixa (Shao J, 
2000; Hsi LC, 2000),.  
 L’administració d’un inhibidor selectiu de la isoforma induïble de la sintasa de 
l’òxid nítric (iNOS) no va produir cap efecte sobre els fenòmens de reclutament 
leucocitari a nivell de la microcirculació tumoral. Contràriament, el bloqueig no selectiu 
de la síntesi de NO va produir un increment dosi-depenent dels fenòmens de rodament 
leucocitari a ambdós territoris (tumoral i no tumoral). Així mateix, l’administració 
combinada de lipopolisacàrid i l’inhibidor no selectiu va produir un augment de 
l’adhesió a la microcirculació tumoral, sense incrementar els fenòmens d’adhesió 
leucocitària induïts per l’administració aïllada de lipopolisacàrid a la vasculatura no 
tumoral. Per tant, aquests resultats indicaven que NO produït per la isoforma 
constitutiva de la sintasa de l’òxid nítric (cNOS) podia ésser un dels mediadors 
implicats en la deficient interacció leucòcit-endoteli en aquest model experimental de 
CCR. 
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 Evidències prèvies en estudis in vitro (Gamble JR 1991 i 1993) i in vivo 
(Gohongi T, 1999) suggerien la participació de TGF-β1 en els fenòmens de 
reclutament leucocitari en diferents models tumorals experimentals. En el present 
estudi, l’immunobloqueig selectiu de TGF-β1 revertia de manera parcial, però 
selectivament a nivell de la microcirculació tumoral, el deficient reclutament leucocitari, 
tant el rodament com l’adhesió post-administració d’un estímul pro-imflamatori. Per 
tant, els resultats observats demostraven que TGF-β1 era un altre dels factors 
implicats en els fenòmens d’escapament dels sistemes de vigilància immunològica. 
 Globalment, els resultats obtinguts en aquest estudi obren un nou camí en el 
coneixement dels sistemes de vigilància immunològica, i podrien afavorir el 
desenvolupament de noves estratègies de control del creixement tumoral basades en 
la potenciació de la interacció de les cèl·lules del sistema immune amb l’endoteli 
tumoral.   
 A la segona part de la Tesi Doctoral s’ha avaluat la possibilitat d’identificar la 
presència de cèl·lules neoplàstiques circulants en pacients amb CCR, per tal de 
conèixer la seva potencial utilitat clínica i pronòstica. La importància de la detecció en 
sang perifèrica de cèl·lules neoplàstiques circulants ve determinada per el fet que és 
un dels factors claus en el procés de disseminació metastàtica (Liota LA,1991). Així, 
mentre la significació pronòstica de la malaltia residual a nivell dels ganglis limfàtics o 
el moll de l’os està ben establerta (Gerhard M, 1994; Hayashi N, 1995; Soeth E, 1996; 
Liefers GJ, 1998), no es coneix el valor predictiu de la presència de cèl·lules 
neoplàstiques a sang perifèrica o portal en pacients amb CCR. 
En el segon estudi d’aquest Tesi Doctoral es va confirmar que era possible 
identificar l’ARN missatger (ARNm) pel CEA mitjançant tècniques de retrotranscripció i 
posterior amplificació a través de la reacció en cadena de la polimerasa (RT-PCR) a 
sang perifèrica de pacients amb CCR. Aquesta tècnica permetia identificar amb una 
gran sensibilitat (una cèl·lula per cada 107 leucòcits) i especificitat (no es va identificar 
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cap transcrit en les mostres control) la presència de cèl·lules epitelials circulants. En 
base a les següents evidències es va assumir que la presència d’ARNm pel CEA a 
sang perifèrica identificava la presència de cèl·lules neoplàstiques circulants. En primer 
lloc, la detecció d’ARNm pel CEA es correlacionava amb l’estadi tumoral. En segon 
lloc, la seva presencia també es correlacionava amb els nivells sèrics de CEA en 
aquests pacients. Finalment, la no detecció d’ARNm pel CEA en els individus del grup 
control indicava l’elevada especificitat de la tècnica. Tanmateix, els resultats obtinguts 
en pacients afectes d’una malaltia inflamatòria intestinal, en els que també es va 
detectar ARNm pel CEA a sang suggeria que aquest mètode detectava alhora cèl·lules 
epitelials colòniques no neoplàstiques.  
   Emprant la tècnica descrita, en el tercer estudi de la present Tesi Doctoral, es 
va avaluar un dels fenòmens més controvertits de la cirurgia laparoscòpica en el 
tractament del CCR. Estudis experimentals (Bouvy ND, 1997; Watson RW, 1998) i 
clínics (Berends FJ, 1994; Vukasin P, 1996) havien suggerit que les condicions 
tècniques pròpies de la cirurgia laparoscòpica podien afavorir la disseminació a 
distància. Així, les dades obtingudes en el tercer estudi van confirmar que la 
manipulació quirúrgica pot afavorir la mobilització de les cèl·lules tumorals, però que 
aquesta no estava influenciada per la tècnica quirúrgica emprada (laparoscòpica o 
oberta). L’efecte de la cirurgia sobre la mobilització cel·lular es va avaluar tant a nivell 
sistèmic com portal, no observant diferències entre la cirurgia laparoscòpica i la 
convencional. Per altra banda, un altre aspecte controvertit de la cirurgia laparoscòpica 
és el seu potencial efecte afavoridor de l’aparició de metàstasi en els punts d’inserció 
dels tròcars (port-site metastases) (Wexner S, 1995; Kim SH, 1998). Per tal d’avaluar 
aquesta possibilitat, es van obtenir mostres de líquid peritoneal  abans i després de la 
cirurgia. Els resultat obtinguts van permetre establir que la disseminació peritoneal 
durant la cirurgia és un fenomen infreqüent, i novament, no determinat per 
l’aproximació quirúrgica emprada, cirurgia laparoscòpica o convencional. 
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 La detecció de cèl·lules neoplàstiques circulants com marcador de malaltia 
residual en pacients amb CCR hauria de permetre establir, de manera individualitzada, 
el risc d’un determinat pacient per desenvolupar disseminació tumoral. Aquesta 
possibilitat permetria optimitzar les estratègies de tractament i seguiment, amb la 
conseqüent reducció d’efectes indesitjables i estalvi de recursos. Com s’ha esmentat 
prèviament, però, fins a l’actualitat aquest potencial valor pronòstic no havia estat 
adequadament avaluat, ja que hi havia pocs estudis, amb un nombre reduït de 
pacients, la majoria amb malaltia disseminada en el moment de la inclusió, i amb un 
seguiment curt (Funaki NO, 1998b; Taniguchi T, 2000; Fujita S, 2001). En aquest 
sentit, el quart estudi d’aquesta Tesi Doctoral, on s’ha analitzat el significat pronòstic 
de la presència de cèl·lules neoplàstiques circulants en pacients amb CCR, constitueix 
la sèrie publicada més amplia i amb un major temps de seguiment. Es van incloure un 
grup molt ampli de pacients que englobava tots els estadis tumorals i, més important, 
un subgrup de pacients que havien estat sotmesos a cirurgia amb pretensió curativa. 
Lamentablement, l’anàlisi de riscos proporcionals de COX va confirmar que la detecció 
preoperatòria de cèl·lules neoplàstiques a sang perifèrica mitjançant tècniques de RT-
PCR contra l’ARNm del CEA no tenia valor pronòstic en pacients amb CCR. Així, la 
detecció de cèl·lules circulants no es va correlacionar ni amb la probabilitat de 
recurrència ni amb la supervivència global o relacionada amb el càncer. Aquesta 
manca de correlació es va mantenir un cop efectuat l’ajustament en funció del estadi 
tumoral dels pacients.  
 Per altra banda, malgrat haver demostrat la manca de valor pronòstic de la 
presència de cèl·lules neoplàstiques circulants preoperatòriament, el fet que la 
manipulació tumoral durant la cirurgia afavoreixi la mobilització cel·lular tumoral (Weitz 
J, 1998; Hayashi N, 1999; Sales JP, 1999) va obligar a avaluar la potencial capacitat 
predictiva de la detecció de cèl·lules neoplàstiques després de la intervenció. De nou, 
emprant la mateixa metodologia que a l’estudi previ, en el cinquè treball d’aquesta Tesi 
Doctoral es va confirmar que la detecció a les 24 hores de la cirurgia de cèl·lules 
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neoplàstiques circulants no presentava valor pronòstic en pacients amb CCR operats 
amb finalitat radical. Així, la seva detecció no es va correlacionar ni amb la probabilitat 
de recurrència ni amb la supervivència global o relacionada amb el càncer. De manera 
similar, tampoc es va observar correlació pronòstica en els pacients amb determinació 
basal negativa i positiva a les 24 hores de la intervenció quirúrgica. 
 A l’hora d’aprofundir en els motius que poden justificar la manca de valor 
pronòstic de la detecció de cèl·lules neoplàstiques a sang perifèrica, cal tenir en 
compte diferents consideracions. En primer lloc, la utilització de diferents marcadors en 
els diferents estudis publicats (CEA, guanyl ciclase C, citoqueratines 18, 19 i 20, entre 
d’altres) reflecteix la manca d’un marcador selectiu i específic de la cèl·lula tumoral 
neoplàstica d’origen colònic (Zippelies A, 1997; Pantel K, 1999). En segon lloc, la 
disseminació tumoral no és un procés continu, sinó intermitent, alhora que les cèl·lules 
acostumen a circular formant agregats (Liota LA, 1991), dues circumstàncies que fan 
que una determinació aïllada probablement no sigui del tot representativa de 
l’existència o no d’aquestes cèl·lules a sang perifèrica. En aquest sentit, la utilització 
combinada de diferents marcadors i l’obtenció de mostres en diferents moments podria 
permetre millorar aquesta metodologia. Altres estratègies podrien basar-se en la 
detecció de mutacions o canvis genètics específics a nivell d’ADN, estratègia que ha 
resultat exitosa en pacients amb càncer de pulmó (Chen X, 1996), cap i coll (Nawroz 
H, 1996) o pàncreas (Castells A, 1999) 
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6. CONCLUSIONS 
 
 Els resultats obtinguts en els diferents estudis experimentals i clínics de la Tesi 
Doctoral “Interacció leucòcit-endoteli i mobilització de cèl·lules neoplàstiques en el 
càncer colorectal” permeten extreuren les següents conclusions: 
 
• En el càncer colorectal experimental existeix una disminució de la interacció 
leucòcit-endoteli (rodament i adhesió ferma) a nivell dels vasos tumorals 
neoformats respecte als vasos no tumorals, tant en condicions basals com 
després de l’administració d’un estímul pro-inflamatori. 
• Aquest dèficit en el reclutament leucocitari a nivell dels vasos neoformats no es 
pot atribuir a diferències en les forces de dispersió a nivell de la microcirculació 
tumoral. 
• L’immunobloqueig d’ICAM-1 evita els fenòmens d’adhesió leucocitària a nivell 
dels vasos tumorals neoformats, confirmant el paper clau d’aquest molècula en 
l’adhesió mediada per un estímul inflamatori. 
• VCAM-1 no participa en els fenòmens d’adhesió leucocitària induïda per 
estímuls inflamatoris ja que el seu immunobloqueig no modifica els resultats.  
• La disminució dels fenòmens de rodament i adhesió leucocitària en els vasos 
tumorals no es pot atribuir a una deficient expressió de selectines endotelials 
(P- i E-selectines) ni d’immunoglobulines específiques (ICAM-1 i VCAM-1), 
respectivament.  
• L’antigen càrcino-embrionari soluble i els productes derivats de ciclooxigenasa 
no participen en la deficient interacció leucòcit-endoteli a nivell de la 
microcirculació tumoral. 
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• L’òxid nítric produït per la sintasa constitutiva atenua el rodament leucocitari a 
nivell de la microcirculació tumoral i no tumoral, així com l’adhesió després d’un 
estímul pro-inflamatori de manera selectiva a nivell de la microcirculació 
tumoral, el que suggereix que és un dels factors responsables de l’escapament 
de la cèl·lula tumoral dels sistema d’immunovigilància.  
• TGF-β1 atenua, al menys en part, els fenòmens de rodament i d’adhesió 
leucocitària a nivell de la microcirculació tumoral, el que suggereix que és un 
dels factors responsables de l’escapament de la cèl·lula tumoral dels sistema 
d’immunovigilància.    
• Mitjançant tècniques de retrotranscripció i amplificació amb la reacció en 
cadena de la polimerasa (RT-PCR) és possible detectar l’ARN missatger per 
l’antigen càrcino-embrionari a sang perifèrica de pacients amb càncer 
colorectal. La seva detecció és indicativa de la presència de cèl·lules epitelials 
d’origen colònic, de probable origen tumoral en els malalts amb càncer 
colorectal. 
• La detecció d’ARN missatger per l’antigen càrcino-embrionari a sang perifèrica 
es correlaciona amb la presència de metàstasis a distància. 
• La manipulació tumoral durant l’acte quirúrgic afavoreix la mobilització de 
cèl·lules neoplàstiques en pacients amb càncer colorectal. 
• La mobilització de cèl·lules neoplàstiques circulants no depèn de l’aproximació 
quirúrgica emprada (cirurgia oberta versus laparoscòpica). 
• La disseminació tumoral a nivell peritoneal durant la cirurgia és extremadament 
infreqüent, i de nou, no depèn de la tècnica quirúrgica utilitzada (cirurgia oberta 
versus laparoscòpica). 
• La detecció de cèl·lules neoplàstiques circulants abans de la cirurgia no té 
implicacions pronòstiques en els pacients amb càncer colorectal. 
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• La detecció de cèl·lules neoplàstiques circulants a les 24 hores d’una cirurgia 
amb finalitat curativa no té implicacions pronòstiques en pacients amb càncer 
colorectal. 
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